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ISTITUTO DI CLINICA PEDIATRICA DELL’UNIVERSITA DI BOLOGNA 
(Direttore: Prof. G. Salvioli) 


La determinazione degli acidi arachidonico, 
linolenico e linoleico (vitamina F) -nel latte e nel sangue 


Nota II - Dosaggio nel latte 


W. PASQUALI 


Mitchell e Coll. (1) sperimentarono per primi 
un metodo per la determinazione quantitativa 
degli acidi linolenico linoleico senza procedere 
alla loro separazione, usando inoltre non pit di 
100 mg di grassi. 

Beadle e Kraybill (2) hanno determinato il 


coefficiente di assorbimento specifico dell’acido 
arachidonico puro. 

Scopo della presente ricerca é di applicare 
i procedimenti su elencati nella elaborazione 
di un metodo di analisi quantitativa dei tre 
acidi insaturi in soli 3-5 cc di latte (Nota I; 3). 

Si saponificano i grassi del latte con NaOH; con 
H.SO, diluito si ripristinano gli acidi grassi che ven- 
gono poi estratti con etere etilico. In una provetta 
speciale si evapora una parte dell’estratto etereo, si 
aggiunge una soluzione di KOH in glicole etilenico e 
si riscalda a 180° per 30 minuti. 

A questa temperatura gli acidi insaturi si isomeriz- 
zano, ossia i loro doppi legami si traspongono a doppi 
legami coniugati. Con l’isomerizzazione |’acido lino- 
leico acquista la proprieta di assorbire le radiazioni 
ultraviolette alla lunghezza d’onda di 234 my, l’acido 
linolenico di assorbire a 234 mu e¢ 268 my, e l’acido 
arachidonico a 234 my, 268 my. € 316 mu. 

I detti acidi isomerizzati si sciolgono poi in alcool 
assoluto e si misura il loro assorbimento alle lunghezze 
d’onda di 234, 268 e 316 my. con lo spettrofotometro 


di Beckman. Contemporaneamente si evapora a secco 
un identico volume dell’estratto etereo, il residuo si 
scioglie in alcool assoluto e si misura |’estinzione alle 
3 lunghezze d’onda sopracitate. 

Essa esprime l’assorbimento di sostanze non comple- 
tamente note che seguono i grassi nella loro estrazione 
con i solventi, sommato all’assorbimento degli acidi 
grassi insaturi coniugati preesistenti nel latte (assorbi- 
mento bianco). 


Alle stesse lunghezze d’onda si misura pure l’assor- 
bimento del reagente isomerizzante. Essendo noti i 
coefficienti di assorbimento specifici dei 3 acidi insa- 
turi ed i loro assorbimenti alle 3 lunghezze d’onda, ap- 
plicando i procedimenti dell’analisi indiretta, si cal- 
cola la quantita in mg di ciascun acido insaturo conte- 
nuta in 100 cc di latte. 


Nella nota precedente (3) sono riportate le 
curve spettrofotometriche del reagente isome- 
rizzante, dei tre acidi insaturi presenti nel latte 
e quelle del linolenato di K e del linoleato di 
K purissimi. 

Dall’esame critico dei primi risultati delle 
misure si dedusse che le cause di errore del 
metodo potevano dipendere da: 


1) incostante isomerizzazione dei doppi le- 
gami degli acidi insaturi a doppi legami coniu- 
gati; 
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2) incostante ed elevato assorbimento del 
reagente isomerizzante; 

3) elevato assorbimento delle sostanze lipo- 
solubili estranee e degli acidi insaturi coniugati 
esistenti nel latte prima dell’isomerizzazione 
(bianco). 

L’influenza quantitativa di queste cause d’er- 
rore é espressa dai valori elencati nella tabella I. 


NOTE SPERIMENTALI 


A tale scopo da 25 cc di latte furono estratti gli acidi 
grassi col metodo diretto, ottenendo cosi la soluzione 
degli acidi insaturi liberi in 250 cc di etere etilico; 10 cc 
di tale estratto etereo furono pipettati in § provette 
da isomerizzazione; tutto l’etere fu evaporato riscal- 
dando a bagno-maria. 

In tre di esse furono aggiunti 0,7 cc del reagente 
isomerizzante costituito da KOH al 7,5 % in glicole 
etilenico; nelle altre due fu aggiunta una quantita 


TABELLA I 
Valori percentuali delle estinzioni che compongono I’estinzione totale alle lunghezze d’onda sottoelencate 


| 
| 


Bianco __Reagente 
isomerizzante 
a 316 mu 45,4 34,0 
a 268 mu 38,5 41,5 
a 234 mu 11,5 21,2 


Acidi arachidonico | 

+ linolenico + | 


linoleico 


Acidi arachidonico 


Acido arachidonico 
+ linolenico 


20,0 


67,3 | 


Questa riporta l’estinzione del bianco, del rea- 
gente isomerizzante e degli acidi insaturi espres- 
sa come percentuale dell’estinzione totale mi- 
surata a 316 my., 268 my. e 234 mu. 

Nelle misure eseguite a 316 my. € 268 my. é 
evidente T’esigua proporzione dell’ assorbi- 
mento degli acidi insaturi, appena il 20%, 
in confronto all’80% del bianco e del reagente 
isomerizzante. 

Questo fortissimo assorbimento delle sostan- 
ze estranee spiegava le forti differenze nei va- 
lori della concentrazione degli acidi arachido- 
nico e linolenico che si ottenevano eseguendo 
due determinazioni sullo stesso campione di 
latte. 

Per ridurre |’assorbimento del bianco si pensd 
di eliminare la maggior parte delle sostanze 
interferenti estraendoie con etere di petrolio 
dalla soluzione acquosa dei sali sodici degli 
acidi grassi: questo metodo fu definito « senza 
insaponificabile » per distinguerlo dall’altro 
detto «diretto », nel quale dette sostanze non 
venivano allontanate. 

Proseguendo nello studio dell’esattezza del 
rimaneva da controllare se l’isome- 
rizzazione dei doppi legami a doppi legami co- 
niugati forniva dei risultati costanti ¢ riprodu- 


cibili. 
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esattamente pesata (da g 1,3 a g 1,7) del reagente 
KOH all’11% in glicerolo, proposto da Brice e 
Swain (4). 

Le cinque provette furono immerse contempora- 
neamente nel bagno isomerizzante a 180°; dopo 25 
minuti di isomerizzazione fu estratta ed ‘immedia- 
raffreddata una provetta con glicole etilenico; 

© 30 minuti fu estratta una seconda con glicole 
oa enico ed una terza con glicerolo; le ultime due 
furono lasciate nel bagno esattamente 45 minuti. 

In cinque matracci tarati fu versato il contenuto 
delle provette sciolto in §0 cc di alcool etilico asso- 
luto puro per spettrofotometria (soluzione A). 

Dopo riposo in ghiacciaia per 36 ore, 2 cc di solu- 
zione A di ogni matraccio fi urono diluiti con 10 cc 
di alcool etilico assoluto: con queste ultime soluzioni 
furono misurate le estinzioni dei tre acidi insaturi a 
234 my. e quelle della somma dell’acido linolenico e 
linoleico a 268 my; l’acido arachidonico fu diretta- 
mente misurato a 316 my. con la soluzione A. 

In un matraccio tarato furono evaporati a secco 10 cc 
di estratto etereo, il residuo fu disciolto in $0 cc di 
alcool etilico assoluto, e fu eseguita la misura a 316, 268 
e 234 my. dell’assorbimento degli acidi grassi coniugati 
esistenti prima dell’isomerizzazione e delle sostanze 
estranee (bianco). 

Tutte queste operazioni furono ripetute quattro 
volte. 

Dai valori delle estinzioni misurate é stato calcolato 
l’errore medio della misura individuale fm applicando 


n—I 


la nota formula fm = 


| | 


TABELLA II 
Valori medi delle estinzioni di § isomerizzazioni ripetute 


Isomerizzazione con glicerina 


Isomerizzazione con glicole etilenico 
Minuti 25 30 
di isomerizzazione 

a 316 mu 0,169 + 0,012 0,163 + 0,008 

(7,4 %) (5,0 %) 
a 268 ma 0,513 + 0,039 0,489 + 0,025 

(7,5 %) (5.1 %) 
a 234 ma 0,828 + 0,045 0,857 + 0,022 

(554 %) (2,6 %) 


45 30 45 
0,158 + 0,006 0,212 + 0,047 0,170 + 0,019 
(3,8 %) (22%) (Ir %) 
0,481 + 0,031 0,$73 + 0,31 0,539 + 0,048 
(6,5 %) (555 %) (9,0 %) 
0,856 + 0,054 0,811+ 0,054 0,811 + 0,028 
(6,3 %) (6,7 %) (3.4%) 


La tabella II riporta il valore medio delle 
estinzioni di cinque determinazioni; accanto ad 
esso vi é l’errore medio della misura indi- 
viduale fm, e subito sotto la percentuale del- 
l’errore medio rispetto al valore medio. 

I valori riportati nella tabella II ci informano 
in modo quantitativo sulla riproducibilita della 
isomerizzazione e sulla intensita dell’errore 
medio della misura individuale caratteristico 
della sola isomerizzazione. 

Detti risultati sperimentali ci indicano che la 
durata ottimale dell’isomerizzazione é di 30 
minuti: con questa si hanno i valori pit bassi 
dell’errore medio ed inoltre si eliminano le 
perplessita provocate dalle diverse affermazioni 
di Mitchell (1) e di Hilditch (5). 

Si pud dunque affermare che isomerizzando 
per 30 minuti invece di 25 0 45 si ottiene un 
assorbimento pit costante con l’acido linoleico, 
nonostante la nota lentezza di questo ad iso- 
merizzarsi, per cul esso raggiunge il suo mas- 
simo solo dopo 60 minuti di riscaldamento. 
Anzi l’errore medio dopo 45 minuti di iso- 
merizzazione é il 6,3 % rispetto al 2,6% otte- 
nuto dopo soli 30 minuti, usando per reagente 
il glicole etilenico. Con la glicerina invece i 
valori si invertono e diventano il 3,4°% dopo 
45 minuti ed il 6,7% dopo 30 minuti. 

Questa apparente contraddizione ed i valori 
relativamente pit alti dell’errore medio otte- 
nuto con la glicerina si spiegano con la grande 
vischiosita del reagente, che diventa fluido 
solo a temperatura elevata, per cui la trasmis- 
sione del calore é lenta e le regioni interne 
della soluzione raggiungono la temperatura di 
180° solo dopo un certo tempo. 


Infatti con la glicerina si ha l’errore medio 

ii basso dopo 45 minuti a 234 e 316 mu, e 
contraddizione dell’errore a 268 
my. é dovuto al tro po rapido abbassamento 
dell’assorbimento dell acido linolenico. 

Si pud anzi concludere che il reagente iso- 
merizzante costituito da glicerolo non é affatto 
da preferirsi a quello con glicole come sugge- 
riscono Brice e Swain (4), ma é da scartarsi 
perché da errori medi pit alti, risultati poco 
sicuri e richiede per la sua aggiunta pesate di 
precisione. Il reagente isomerizzante pitt ido- 
neo é quello dato dal glicole etilenico, gia 
fliudo a temperatura ambiente ed ancora pitt 
fluido a 180°, che assicura una pit: omogenea 
trasmissione del calore. 

Nonostante che la massima isomerizzazione 
dell’acido linolenico si abbia dopo 15 minuti 
e poi diminuisca rapidamente, l’errore medio 
a 268 my. é del 5,1% dopo 30 minuti e del 
7,5% dopo 25 minuti. 

In queste percentuali fa sentire la sua influenza 
anche lacido arachidonico, come dimostrano 
i suoi errori medi a 316 mu. 

Si conclude affermando che lisomerizza- 
zione con glicole etilenico a 180° per 30 minuti 
da risultati pid sicuri, pi costanti e con un er- 
rore medio pit: basso. 

Segue ora la descrizione dettagliata dei due 
metodi di analisi. 


a) Metodo « diretto» di determinazione dei tre acidi 
insaturi nel latte. 
t - In un palloncino da 100 cc si pipettano § cc di 


latte, goccia a goccia; si versano lungo le pareti del 
palloncino 25 cc di alcool etilico assoluto esente da 


115 


} 
} 
} 
| 
e 
5 
e 
ie 
= 
cc 
ni 
a | 
| 
a- 
cc 
di 
68 | 
ati 
TO 
ato 
do 


aldeidi, senza mescolarli al latte; si lava una volta la 
pipetta aspirando I’alcool e lasciandolo defluire goccia 
a goccia per asportare il grasso rimasto aderente alle 
pareti; si aggiungono 2 cc di NaOH al 30%, si agita 
e si idrolizza a ricadere per 20 minuti. 


2 — Si aggiungono alcune palline di vetro e si di- 
stilla l’alcool sotto vuoto fin quasi a secco, si raf- 
fredda subito; si aggiungono 5 cc di HO, si scioglie 
il residuo e si aggiungono 7,5 cc di acido solforico 
al 25 %; si agita e si raffredda. Gli acidi grassi si estrag- 
gono agitando dolcemente con 40, 40, 30, 30 cc di 
etere etilico puro per spettrofotometria per 2 mi- 
nuti. Si riuniscono gli estratti eterei, si lavano una 
volta con 100 cc di acqua distillata imprimendo al 
liquido un moto circolare per sciogliere la schiuma; 
si lascia in riposo 20 minuti e poi si separa. 

Si lava ancora 2 volte l’estratto etereo agitandolo 
dolcemente per I minuto con 100 cc di H2O, infine 
si concentra a bagno-maria a $0 cc in matraccio tarato. 


3 — La provetta da isomerizzazione é di vetro pirex 
e di forma speciale: la parte cilindrica ha il diametro 
dimm 19e setemett di mm 113, inferiormente la pro- 
vetta si restringe in un cilindro (diametro mm 4 
ed altezza mm 5) che termina in una sfera del dia- 
metro di mm 14. 


La provetta ha l’orlo svasato e smerigliato ed il rela- 
tivo tappo. Nella parete cilindrica, ad 1/3 ed a 2/3 
dell’altezza, sono state ricavate 3 rientranze coniche 
che confluiscono nell’asse della provetta: esattamente 
come nella colonna di Vigreux. 

Queste punte refrigeranti impediscono che, durante 
levaporazione, pellicole di liquido fuoriescano dalla 
provetta; inoltre rettificano i vapori eterei evitando 
perdite di acidi grassi. 

Nella provetta da isomerizzazione si aggiungono 4 
cc di estratto etereo, 2 palline di vetro, e si evapora 
l’etere a bagno-maria; si ripete due volte con 3 cc: in 
tutto si evaporano Io cc di estratto etereo. 

Si aggiungono, goccia a goccia, 0,7 cc di reagente 
isomerizzante e si immerge la provetta nel bagno di 
isomerizzazione (gia a 180°) ad 1 cm sopra la strozza- 
tura. Dopo I minuto si leva la provetta dal bagno, si 
agita energicamente per pochi secondi per mescolare 
il reagente con gli acidi grassi; poi si rimette di nuovo 
nel bagno, facendo-attenzione che sia immersa sempre 
alla stessa altezza; si tappa con il relativo tappo smeri- 
gliato. 

Il bagno di 
180° + 0,5°. 

L’isomerizzazione dura 30 minuti: la provetta viene 
agitata, senza mai levarla dal bagno, 5 velte ad inter- 
valli regolari. Si toglie poi dal bagno e la si immerge 
immediatamente in acqua tiepida, poi in acqua 
corrente fredda. Gli acidi grassi sono sciolti in 50 cc 
di alcool assoluto purificato per spettrofotometria 
(soluzione X). 

In matraccio tarato da 25 cc si pipettano 10 cc di 
estratto etereo e si evapora a secco; gli acidi grassi 
sono sciolti in alcool etilico assoluto puro per spettro- 
fotometria e si porta a volume (soluzione B). 


isomerizzazione é stabilizzato a 
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In una seconda provetta da isomerizzazione si pi- 
pettano 0,7 cc di reagente isomerizzante e la si im- 
merge a 180° per 30 minuti, si raffredda e si scioglie 
in $0 cc di alcool assoluto puro per spettrofotometria 
(soluzione R). 

Le soluzioni X, B e R sono lasciate a riposo in fri- 
gorifero per 12, 24 0 36 ore, fino alla formazione di 
un leggero precipitato gelatinoso bianco. Questo 
precipitato ignoto assorbe nell’ultravioletto e se rima- 
nesse in soluzione le misure sarebbero inservibili. 

In una bevutina si pipettano 2 cc esatti di soluzione 
X e si diluiscono con 10 cc di alcool etilico assoluto 
puro per spettrofotometria (soluzione X;). 

Le soluzioni sono pronte per la misura nell’ultravio- 
letto. Le letture sono state eseguite con lo spettrofoto- 
metro di Beckman. 

Come soluzione di confronto si usa l’alcool etilico 
assoluto puro per spettrofotometria. 

La soluzione X viene misurata a 316 my per l’acido 
arachidonico; la soluzione X; viene misurata a 268 my. 
per la somma degli acidi arachidonico e linolenico ed 
a 234 my. per la somma dei tre acidi insaturi. 

Le soluzioni B ed R sono misurate alle tre lunghezze 
d’onda sopracitate. 

Tenendo conto delle diluizioni, si sottrae dall’estin- 
zione totale delle soluzioni X e X; le estinzioni del 
bianco B e del reagente isomerizzante R, ottenendo 
cosi le estinzioni dei soli acidi insaturi. 

Per il calcolo delle loro concentrazioni si usano i 
coefficienti di assorbimento specifici « dei tre acidi 
insaturi determinati da Beadle e Kraybill (2). 

Per l’acido linoleico a 234 my. l’a specifico @ 86,0; 
per l’acido linolenico l’« é 60,9 a 234 my. e€ $3,2 a 
268 my.; per l’acido arachidonico I’« é §9,3 a 234 my, 
$3.4 a 268 mu e 22,6 a 316 mu. 

Per « specifico si intende: 


I, 
log 
; I estinzione 
‘ethics = 
cx I 


in cui ¢ indica la concentrazione di 1 g di soluto in 
1000 cc ed 1 lo spessore di 1 cm di soluzione. 

Essendo noto che Il’estinzione della soluzione al- 
I’1 %, dell’acido arachidonico a 316 my. é 22,6, dal- 
l’estinzione della soluzione X si calcola la concentra- 
zione dell’acido arachidonico nei 10 cc di estratto 
etereo. 

Poi dal valore di « a 268 mu. (= 53,4), si calcola 
l’estinzione dovuta al solo acido arachidonico nel- 
l’estinzione misurata a 268 my: la differenza indica 
l’estinzione del solo acido linolenico. 

Procedendo in questo modo si calcolano le concentra- 
zioni degli acidi linolenico e linoleico in 100 cc di latte. 


b) Metodo di determinazione dei tre acidi insaturi 
con «allontanamento dell’ insaponificabile ». 
1 — Si procede come in 1) del metodo diretto aggiun- 


gendo invece 25 cc di alcool etilico 95° ed idrolizzando 
per 30 minuti. 


2 — Si raffredda, si versa la soluzione in imbuto sepa- 
ratore da 250 cc, si lava il palloncino una volta con 
una miscela di 5 cc di alcool e 5 cc di acqua; si diluisce 
la soluzione alcoolica dei saponi con 100 cc di acqua. 
Si estrae l’insaponificabile, agitando dolcemente per 
2 minuti, con 100 cc di etere di petrolio purissimo; si 
lascia in riposo per 10 minuti (se la separazione non 
é netta si aggiungono alcune gocce di NaOH al 30%) 
e si separa. Si ripete l’estrazione con altri 100 cc di 
etere di petrolio. Questi estratti si riuniscono e si la- 
vano con 20 cc di Na2CQ,; all’1 %. 

Dopo riposo il lavaggio alcalino viene separato e 
l’etere di petrolio si getta. La soluzione alcalina dei 
saponi sodici si neutralizza con H2SO, al 25%, si 
distilla sotto vuoto quasi tutto |’alcool e precisamente 
fino a raccogliere 90 cc di distillato che si getta. 

Agli acidi grassi si aggiungono i 20 cc di lavaggio 
alcalino, si raffredda e si aggiungono 10 cc di acido 
solforico al 25%. 

Si estraggono gli acidi grassi agitandoli con 40, 40, 
30, 30 cc di etere etilico puro per spettrofotometria, 
procedendo d’ora in poi esattamente come descritto 
nel metodo diretto. 


NOTE 


Tutta la vetreria deve essere sgrassata con miscela 
cromica, lavata con acqua distillata ed asciugata. I 
rubinetti degli imbuti separatori devono essere privati 


del grasso, come pure le parti smerigliate del distilla- 
tore. 

I solventi purissimi per spettrofotometria sono stati 
forniti dalla Ditta A.S.D., per essere risultati i pid 
puri nelle misure di controllo. 

Per ottenere l’alcool etilico assoluto puro per le 
misure nell’ultravioletto si fa bollire a ricadere per 1 
ora 1 litro di alcool assoluto con 20 g di Zn in polvere 
e 20 g di KOH in gocce, poi si distilla e si scartano i 
primi 1§0 cc di distillato. 

Il reagente isomerizzante si prepara sciogliendo in 
un bicchiere da 250 cc inclinato 7,5 g di KOH in 
1,2 cc di acqua, subito si aggiungono too cc di gli- 
cole etilenico e si fa bollire la soluzione fino a raggiun- 
gere 1 190° per 2 minuti; si raffredda e si conserva in 
frigorifero. Si deve controllare la sua estinzione in 
ogni determinazione perché non é costante. 

Il bagno isomerizzante é costituito da H,PO, di 
densita 1,71; si fa bollire fino a che non ha raggiunto 
la temperatura di 190°; non da vapori; é igroscopico. 


Titolazione degli acidi grassi totali. 


In un bicchierino si evaporano a secco a bagno- 
-maria 10 cc dei $0 cc dell’estratto etereo, si aggiun- 
gono § cc di una soluzione acquosa di CH;OH al 
75%, 6 gocce di fenolftaleina all’1%,, ¢ si titola con 
NaOH N/10o in CH,OH al 75 % all’ebollizione per 
evitare l’influenza della CO>. 


TABELLA III 
Determinazione dell’errore medio dei due metodi 


Acido arachidonico 
Acidi grassi totali ———— 
g in 100 cc di latte 


di latte grassi totali 


| 3,09 20,8 0,67 


| 
2,50 17,0 0,68 | 

2,70 24,2 0,89 
2,56 14,2 0,56 
2,83 18,8 0,67 | 
valore medio 
2,74 19,0 | 


Metodo « senza insaponificabile » 


2,55 10,8 | 0,42 

1,88 71 | 0,38 

1,82 353 0,18 

2,28 77 0,34 

2,02 3:7 0,19 
valore medio } | 

2,11 | 6,5 | 0,30 | 


mg in 100 cc % negli acidi mg in 100 cc | % negli acidi | mg im 100 cc 


Metodo «diretto» 


Acido linolenico Acido linoleico | 


% negli acidi 


di latte grassi totali di latte grassi totali 


455 0,15 374 12,1 
16,2 } 0,65 375 15,0 
10,0 0,37 373 13,8 
12,3 0,48 398 15,6 
14,1 0,50 397 14,0 


11,4 0,43 384 14,1 


6,7 0,29 | 261 10,2 

valore negativo * 192 10,2 

65 | 0,31 | 175 9,6 

3:7 0,20 226 9.9 

valore negativo 221 11,0 
| 

5,6 0,27 | 215 10,2 | 


* Questa incongruenza si riscontra in qualche determinazione. Essa é gia stata riscontrata da altri AA. (4; 6), ed é dovuta 
alla preponderanza degli acidi insaturi con 4, 5, 6 doppi legami rispetto al linolenico ed a isomerizzazioni irregolari. 
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Si é giudicato importante determinare |’er- 
rore medio della misura individuale dei due 
metodi: quello « diretto » e quello « senza insa- 
ponificabile ». Usando lo stesso campione di 
latte furono eseguite contemporaneamente 
cinque determinazioni dei tre acidi insaturi, sia 
con il metodo diretto che con quello in cui si 
allontana l’insaponificabile: in tutto 10 deter- 
minazioni. 

La tabella III elenca questi risultati: gli acidi 
grassi totali in g per 100 cc di latte, i tre acidi 
insaturi in mg per 100 cc di latte e la percen- 
tuale con cui essi fanno parte degli acidi grassi 
totali. 

La tabella IV riporta il valore medio dei va- 
lori elencati nella tabella III; accanto vi é l’er- 
rore medio della misura individuale, e sotto 
é calcolata la percentuale dell’errore medio ri- 
spetto al valore medio. 


TABELLA IV 


Valori medi ed errore medio della misura individuale 
dei valori riportati nella Tabella III 


METODO «SENZA 


METODO «DIRETTO» INSAPONIFICABILE » 


Acidi grassi totali 
g/10o cc di latte 


Acidi grassi totali 
g/100 cc di latte 


2,74 + 0,15 2,11 + 0,21 
(5,5 %) (6,5 %) 
| mgin1ooce | %negliacidi || mgin1oocc | % negliacidi 


di latte grassi totali di latte grassi totali 


Acido arachidonico Acido arachidonico 


0,69 + 0,06 
(9,3 %) 


19,0 + 2,3 
(12 %) 


6,5 + 2,02 
(31 %) 


0,30 + 0,08 
(26,5 %) 
Acido linolenico Acido linolenico 


0,43 


11,4 + 2,8 0,011 §,6 + 1,7 0,27 + 0,06 
(25 %) (27 %) (30 %) (22 %) 
Acido linoleico Acido linoleico 
| 
| 384 + 9,7 14,1 + 0,81 215 % 21,3 10,2 + 0,29 
|” (25%) (5.7%) (10%) (2,8°%) 
DISCUSSIONE 


Da un primo esame dei valori si nota che il 
metodo con allontamento dell’insaponificabile 
fornisce dei risultati cosi bassi ed imprecisi che 
ci obbligano a scartarlo definitivamente. 
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L’estrazione dell’insaponificabile con etere di 
petrolio aveva lo scopo di diminuire le cause 
di errore nelle misure con l’ultravioletto. L’e- 
sperienza ha dimostrato invece che |’errore 
medio aumentato, e che l’etere di petrolio 
allontana, pure in soluzione acquosa alcalina, 
una notevole percentuale di acidi grassi, con 
vera predilezione per quelli insaturi. 

Se si confrontano i valori medi del metodo 
diretto con quello senza insaponificabile si 
nota che negli acidi grassi totali la perdita é del 
23 %, nell’acido arachidonico la perdita é del 
66 %, nell’acido linolenico del 51 % e nell’acido 
linoleico del 44%. 

Col metodo diretto si osserva un errore me- 
dio del 5,5% determinando gli acidi grassi 
totali; si pud affermare che questo é I’errore 
medio che si commette nelle manipolazioni 
che conducono all’estratto etereo degli acidi 
grassl. 

Per l’acido arachidonico l’errore medio sale 
al 12% se espresso in mg per 100 cc di latte 
ed al 9,3 % se espresso in per cento degli acidi 
grassi totali. Nella isomerizzazione con glicole 
etilenico a 30 minuti (tabella II), l’errore medio 
per l'acido arachidonico é del 5,0%: si pud 
concludere che l’errore medio finale é la 
somma di quello della preparazione dell’e- 
stratto etereo pid l’errore medio dato dall’iso- 
merizzazione. 

Per l’acido linolenico gli errori medi sono 
rispettivamente del 25 e del 27%: trattandosi 
qui di un risultato ottenuto per via indiretta, 
di cui uno dei componenti concorre gia con 
un errore di circa il 12%, l’errore medio 
risultante é il doppio di questo valore. 

Per l’acido linoleico questa somma degli 
errori medi non si verifica: esso infatti ha un 
errore del 2,5 % se espresso in mg per 100 cc 
e del 5,7% se espresso in per cento degli acidi 
grassi totali. 

Il valore 5,7 % @ quasi uguale all’errore medio 
degli acidi grassi totali, il valore 2,5 % é circa 
la meta: questo é senz’altro dovuto alla mag- 
giore concentrazione relativa dell’acido lino- 
leico rispetto agli altri due (circa 10 volte 
maggiore per l’arachidonico e circa 20 volte 
per l’acido linolenico). Per questa sua alta 
concentrazione la determinazione dell’acido 
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linoleico é influenzata in misura minore dalle 
varie cause di errore gia precedentemente elen- 
cate. 

Si conclude che il metodo é tranquillamente 
applicabile per la costanza e la riproducibilita 
dei valori analitici, e che solo per I’acido lino- 
lenico l’errore medio della misura individuale 
é elevato (25%); questo é ridotto a valori 
normali con gli altri due acidi, tenendo conto 
degli errori sistematici propri dei metodi di 
analisi indiretta, e della | st influenza pertur- 
batrice causata dai numerosi altri acid insa- 
turi presenti nel latte. 

In studi sperimentali, in cui interessa stabilire 
il confronto fra la concentrazione degli acidi 
insaturi di individui in condizioni sia fisio- 
logiche che patologiche, é sufficiente una unica 
determinazione, perché i giudizi sono sempre 
dati confrontando le medie di molte analisi. 

Ma nel caso non si eseguano studi compara- 
tivi, si consiglia di eseguire contemporanea- 
mente due determinazioni e fare la media dei 
valori ottenuti. 

Alcuni AA. saponificano ed isomerizzano in 
atmosfera di N;: ottima precauzione che evita 
ossidazioni e perturbazioni accidentali. 

In questo metodo si é preferito evitare |’uso 
di N.; proprio per non complicarlo ulterior- 
mente e perché si desiderava fornire gli errori 
medi ottenuti operando in condizioni ordi- 
narie. 

RIASSUNTO 

Si determinano i tre acidi insaturi estraendoli dal 
latte con etere etilico, si isomerizzano i loro doppi 
legami a doppi legami coniugati col riscaldamento 
a 180° per 30 minuti con soluzione di KOH in glicole 
etilenico. Si sciolgono poi in etanolo assoluto e si 
determina la loro concentrazione misurando il loro 
assorbimento a 316 my. (acido arachidonico), a 268 my. 
(acido arachidonico + acido linolenico) ed a 234 my. 
(somma dei tre acidi). Il metodo da risultati costanti e 
riproducibili; l’errore medio della misura individuale 


é rispettivamente: acido linoleico 2,5 %, acido lino- 
lenico 25%, e acido arachidonico 12%. 


RESUME 


La détermination des acides arachidonique, linolénique et 
linoléique (vitamine F) dans le lait et dans le sang. - 
Note II: Dosage dans le lait. 


On détermine les trois acides non saturés en les 
extrayant du lait par l’éther éthylique, on isomérise 
leurs doubles liaisons en doubles liaisons conjuguées 


en chauffant 4 180° pendant 30 minutes avec une 
solution de KOH dans le glycol éthylénique. Puis 
on les dissout dans I’éthanol absolu et on détermine 
leur concentration en mesurant leur absorption 4 
318 my. (acide arachidonique), 4 268 my. (acide ara- 
chidonique + acide linolénique) et 4 234 mu (somme 
des trois acides). La méthode donne des résultats cons- 
tants et fidéles;l’erreur moyenne de la mesure indivi- 
duelle est respectivement de: 2,5 p. 100 (acide lino- 
léique), 25 p. 100 (acide linolénique) et 12 p. 100 (acide 
arachidonique). 


SUMMARY 


The determination of Arachidonic, Linolenic and Linoleic 
acids in Milk and Blood. - Note II. Determination in 
Milk. 

The three non-saturated fatty acids are estimated by 
extracting them from milk with ethyl ether and iso- 
merizing their double bonds into conjugated double 
bonds by heating with KOH in ethylene glycol for 
30 minutes at 180°C. They are then dissolved in 
absolute ethanol and their concentrations are deter- 
mined by measuring the absorption at 316 my (ara- 
chidonic acid), and 268 my. (arachidonic acid + lino- 
lenic acid) and at 234 mw (sum of the three acids). 
This method produces constant and reproducible 
result; the average error in single measurements is: 
linoleic acid 2,5%, linolenic acid 25% and arachi- 
donic acid 12%. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Nachweis der Arachidonsdure, Linolensdure und Linol- 
sdure (Vitamin F) in der Milch und im Blut. — II. 
Mitteilung: Die Bestimmung in der Milch. 

Die drei ungesiattigten Saduren werden nachge- 
wiesen, indem man sie aus der Milch mittels Athyla- 
ther extrahiert und dann ihre Doppelbindungen zu 
konjugierten Doppelbindungen Erhitzen, wah- 
rend 30 Minuten bei 180°, mit KOH-Lésung in 
Athylenglykol isomerisiert. Man lést sie darauf in 
absolutem Athanol auf und bestimmt ihre Konzen- 
tration, indem man ihre Resorption bei 316 Milli- 
micron (Arachidonsadure), bei 268 Méillimicron 
(Arachidonsaure + Linolensdure) und bei 234 Milli- 
micron (Summe der drei Sduren) misst. Dieses 
Verfahren gibt sichere und vergleichbare Werte; 
der mittlere Fehler einer einzelnen Messung betragt: 
fiir die Linolsaiure 2,5 % fiir die Linolensaure 25 % 
und fiir die Arachidonsaiure 12%. 


RESUMEN 


La determinacién de los dcidos araquidénico, linolénico y 
linoleico (vitamina F) en la leche y en la sangre. - 
Nota II: Dosaje en la leche. 

Se determinan los tres acidos no saturados extra- 
yéndolos de la leche con éter etilico, se isomerizan sus 
dobles ligaduras transformandolas en dobles enlaces 
conjugados mediante calentamiento a 180°C durante 
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30 minutos con solucién de KOH en glicol etilénico. 
Se disuelven después en etanol absoluto y se determina 
su concentracion midiendo su absorcién a 316 
milimicrones (Acido araquidénico), a 268 milimicrones 
(Acido araquidénico + acido linolénico) y a 234 mi- 
limicrones (suma de los tres Acidos). El método da 
resultados constantes y reproducibles; el error medio 
de cada medida es respectivamente: Acido linoleico 
2,5%, Acido linolénico 25% y Acido araquidénico 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE DELL’UNIVERSITA DI MODENA 
(Direttore: Prof. M. Coppo) 


L’escrezione urinaria dei derivati piridinici N,-metilati 


in epatopazienti 


R. LORENZINI - S. BOSCHI 


Lo studio dei processi di metilazione ha as- 
sunto in biologia un’importanza sempre mag- 
giore accertato che alcune specie di animali de- 
vono assumere dall’esterno i gruppi metilici 
di cui abbisognano essendo incapaci di sinte- 
tizzarli 

La patologia sperimentale ha precisato le 
espressioni anatomo-patologiche che conse- 
guono a diete povere di sostanze donatrici di 
metile, ed ha dimostrato l’importanza dei fat- 
tori lipotropi nella prevenzione della steatosi 
epatica dietetica (Campana e Gualandi, 6). 


Successivamente l’interesse dei ricercatori non ha 
trascurato l’intervento delle vitamine in questi parti- 
colari fenomeni metabolici ed é stato accertato, tra 
laltro, che acido ed amide nicotinici possono varia- 
mente interferire nel metabolismo della cellula epatica 
sui processi di transmetilazione, poiché risultano accet- 
tori di metile e vengono escreti come composti piri- 
dinici N;-metilati. Si é potuto constatare cosi, che la 
niacina pud aumentare l’infiltrazione grassa del fegato 
con tutta probabilita attraverso un processo di deme- 
tilazione (Forbes, 16; Foa e Coll. 15; Brazda e Coul- 
son, $). 

Se alla niacina é stata riconosciuta una importanza 
sempre maggiore nell’espletamento dell’attivita fisio- 
logica del fegato (Villa, 26), non mancano contributi 
sperimentali a conferma dell’intervento del fegato 
nel metabolismo di questa vitamina. Dubnoff e Coll. 
(13), Ellinger (14), Kendal e Chemweil (17) osserva- 
rono che l’alchilazione dell’anello piridinico della nia- 
cina avviene prevalentemente in questo organo. 
Bach (1) ha potuto accertare che la capacita di tra- 
sferire gruppi metilati é riservata a poche sostanze N 
ed S metilate e che il fegato é il principale luogo di 


(1) L’argomento é stato in ¢ oggetto di comunicazione al 
LIV Congresso della Soc. It. di Med. Interna - Roma, ottobre 
1953. 

(2) Recenti ricerche avrebbero confermato la possibilita da 
parte di alcuni animali, di sintetizzare i gruppi metilici. L’entita 
di tale fenomeno, comunque, é risultata sempre molto modesta 
(Du Vigneaud e Coll., 12; Bach, 1). 


metilazione, sebbene anche rene e muscoli possono, 
in certi casi, totalizzare tali processi. 

Una ulteriore conferma dell’importanza del fegato 
nei processi di transmetilazione é stata data dalle 
numerose indagini condotte su fette di fegato; Ciusa 
e Coll. (7), studiando i rapporti fra acido nicotinico e 
trigonellina, hanno accertato che i processi di metila- 
zione dipendono da tre parametri: dalla presenza di 
niacina, dalla presenza di sostanze donatrici di metile 
e da un fattore che facilita la metilazione. In precedenti 
ricerche Ciusa e Cristini (8) avevano stabilito che 
il cloridrato di aneurina poteva favorire «in vivo» 
tali metilazioni, confermando cosi le prime osser- 
vazioni di Malaguzzi-Valeri e Coll. (23) e di Kiih- 
nau (18). 

Nel fegato si svolge la trasformazione della niacina, 
che viene escreta con le urine in massima parte sotto 
forma di composti piridinici N,-metilati. Tale pro- 
cesso metabolico richiede, oltre ad una sufficiente dispo- 
nibilita di gruppi metilici, anche una perfetta efficienza 
dei meccanismi di metilazione, per cui da alcuni AA. 
il processo di metilazione della niacina poteva essere 
ritenuto indicativo delle condizioni di funzionalita 
epatica (Najjar e Coll. 24). 

Indagando in individui sani, Ciusa e Nebbia (9) 
hanno studiato linfluenza delle sostanze donatrici 
di metile sull’escrezione dei derivati piridinici dell’a- 
cido nicotinico, ed hanno precisato le modalita nor- 
mali della escrezione con le urine di questi prodotti 
piridinici in seguito a trattamento con ‘aneurina. In 
successive ricerche Barbieri (2) e Barbieri e Coll. (3) 
hanno confermato I’azione della aneurina sull’escre- 
zione urinaria dei prodotti metilati della niacina 
mettendo in evidenza che, perché questo processo 
di transmetilazione si verifichi, é necessario sia inte- 
gra la funzionalita epatica, mentre per Dioguardi 
(11), che pure ha indagato in epatopazienti, il 
presupposto teorico di una eventuale modifica- 
zione della suscettibilita all’alchilazione dell’acido ni- 
cotinico e della sua amide non avrebbe motivo di 
esistere. 

Dato l’interesse pratico che sarebbe derivato dalla 
definizione di un danno epatico seguendo il comporta- 
mento di particolari processi di transmetilazione, ab- 
biamo indagato tale possibilita in una serie di ricerche 
sperimentali (19, 20, 21, 22). 
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TABELLA I — EPATOPATIA ACUTA BENIGNA 


Giorni di esperimento . 

| 3 

s |j-— 

Cloridrato aneurina mg 10 
Metionina . » §00 

| I P. Gorizia Trigonellina (mg/24 h) 


anni 36 


2 S. Giacomina 
anni 48 


T. Cleopatra 
| anni 17 

| 4 T. Aldo 

| anni 26 

| 

| § B. Demos 
anni 30 

| 


6 L. Franco 
anni 40 


7 T. Carmelo 
| anni 26 


8 B. Filomena 
anni 49 


9 M. Maria 
anni §0 


10 M. Osvaldo 
| anni 50 
| 
| II B. Neide 
| anni 40 
12 B. Silvano 
anni ?? 
| 
| 13 | B. Carmen 
anni 23 
14 G. Italina 


| anni 41 
| 
| 
| 


Trigonellina (y/cc) 
Diuresi (cc/24 h) 


Trigonellina (mg/24 h) 
Trigonellina (y/cc) 
Diuresi (cc/24 h) 


Trigonellina (mg/24 h) 
Trigonellina (y/cc) 
Diuresi (cc/24 h) 


Trigonellina (mg/24 h) 
Trigonellina (y cc) 
Diuresi (cc h) 


Trigonellina (mg/24 h) 
Trigonellina (y/cc) 
Diuresi (cc/24 h) 


Trigonellina (mg/24 h) 
Trigonellina (y cc) 
Diuresi (cc/24 h) 


Trigonellina (mg/24 h) 
Trigcnellina (y/cc) 
Divresi (cc/24 h) 


Trigonellina (mg/24 h) 
Trigonellina (y/cc) 
Diuresi (cc/24 h) 


Trigonellina (mg/24 h) 
Trigonellina (y/cc) 
Diuresi (cc/24 h) 


Trigonellina (mg/24 h) 
Trigonellina (y/cc) 
Diuresi (cc/24 h) 


Trigonellina (mg/24 h) 
Trigonellina (y/cc) 
Diuresi (cc h) 


Trigonellina (mg/24 h) 
Trigonellina (y/cc) 
Diuresi (cc/24 h) 


Trigonellina (mg/24 h) 
Trigonellina (y cc) 
Diuresi (cc/24 h) 


Trigonellina (mg/24 h) 
Trigonellina (y/cc) 
Diuresi (cc/24 h) 


30 


1000 


17,5 
25 
700 


| 


4 
33,44 40 
38 40 
880 | 1000 
180 209,I1 
45 
4000* 4100* 
22 27,6 
40 46 
600 
35,7 45 
45 
700 | 1000 
28,5 31,5 
38 30 
750 1050 
122, 
§2 60 
2400* 2500* 
64,6 69,3 
19 21 
3400* 3300* 
25,2 
26 28 
800 900 
27,2 28 
34 28 
800 1000 
$1,3 60 
38 
1350 | 1200 
126 
45 34 
2800* 2950* 
112 1254 
28 33 
4000*, 3800* 
119,6 128 
$2 | 64 
2300* 2000* 
IOI,2 | 124 
44 | 40 


2300*, 3100* 


45 
3850* 


25,5 
51 
500 


$6 | 
40 


144 
64 


2250* 


2850*| 


7 

48 | 41,8 | 39,6 

44 36 
1200 | 950 | I100 
III 99,2 go 
60 64 50 
1850 1800 
22,50 

45 

500 

56,7, 72,2) 48 

44 40 
1350 | 1300 | 1200 

48 §2 

2 40 

| 1300 

144 133 135 
60 | $8 73 
2400* 2300*| 1850 
74.4 | 92,4 

24 24 
3100*| 3850*, 

28 31 | 29,7 

28{ 31] 33 
1000 | 1000 | 900 
| 39 

41 30 

1200 | 1300 | 

85,4 87,5 | 110,2 
61 70 58 
1400 | 1250 | 1900 | 
36,5 | $5 | 48.3 
30 | 46 
4550*| I100 1050 
130 | 123,2 | 114,7 
§0 56 | 62 
2600*| 2200*; 1850 
210 114 | 82,5 
60 38 | $5 
3§00*, 3000*, 1500 


| 84 
| 70 
| 1200 


|100,7§ 
65 


| 


* Duodenoclisi glucosata. 
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° I 2 3 6 10 II 
21 24 42 — | 
— | 28 | 30 42 
43 21 173,2 
— 19,2 20 
35 40 
§§0 650 
21 26,8 29,1 
35 52 41 
600 §§0 710 1400 
31,2 48 
26 30 
1200 1600 
25 75,5 
40 30 
800 700 
21 33,3 77 
30 45 28 
700 740 2750* 
21,7 24 23,4 24 36 
31 30 26 30 30 
700 800 goo 800 | 1200 
18,9 27 18,2 
21 30 26 
goo | goo 700 
42,5 33 62,4 
34 30 52 
1250 1100 1200 
35 82,8 
30 25 35 36 
1250 | 1000 2300* 
32 128 
| 40 32 
800 4000* 
36,9 41,2 36 11§,2 77 
45 55 48 48 70 
| 820 750 750 2400* 1100 
21 18,2 125,4 
30 | 28 44 
| | 


segue: TABELLA | 


Caso 


Cloridrato aneurina mg _ 10 
| Metionina . 


»  §00 


| S. Dorando 


3 4 5 6 7 8 9 10 II 
| 

25,2 | 83,2 102 go ,102,§ | 88,2 145,6 79,8 | 36,7} 

42 26 30 30 25 21 32 38 35 
600 | 3200*| 3400*| 3000*; 4100*| 4200*| 4550*, 2100 | 1050 
* 36,9 81 96,2! 77 

41 | 81 7. 7o 

goo | 1000 | 1300 | I100 | 

23| 36| 319 525 49 

46 60 58 75 70 


Trigonellina (mg/24 h) 29,2 

anni 37 Trigonellina (y/cc) 45 

| Diuresi (cc/24 h) 650 

16 | R. Irma Trigonellina (mg/24 h) 22,8 36 

anni 49 Trigonellina (y/cc) 38 | 
j Diuresi (cc/24 h) 600 | 800 
}17 | S. Aldina | Trigonellina (mg/24 h) 20,2| 27,5 
| anni 48 | Trigonellina (y/cc) 45 $0 
Diuresi (cc/24 h) 450 | $50 

18 | P. Zita | Trigonellina (mg/24 h) 25,2) 24 
anni 31 | Trigonellina (y/cc) 28 40 

| Diuresi (cc/24 h) g00 | 600 
19 | B. Alice | Trigonellina (mg/24 h) 35:7 
anni 39 | Trigonellina (y/cc) } 55 
| Diuresi (cc/24 h) 650 

20 | F. Renzo Trigonellina (mg/24 h) | 32,3 
} | anni 22 Trigonellina (y/cc) 38 
Diuresi (cc/24 h) | 850 


44 gI 164 | 128 1§0 | 153 
44 35 41 | $0 38 
1000 | 2600*| 4000* 3200* 3000*; 3500* 


* Duodenoclisi glucosata. 


Abbiamo osservato cosi, che nei ratti portatori di 
grave distrofia epatica dietetica e tossica il carico di 
aneurina e di sostanze donatrici di metile non é stato 
seguito dal caratteristico aumento nelle urine dei pro- 
dotti piridinici N-metilati, proprio degli animali 
normali. L’escrezione di questi metaboliti piridinici 
ha dato, invece, valori normali in ratti con altri tipi 
sperimentali di danno epatico (dietetico, da alterata 
circolazione del sangue, da colestasi, da epatectomia 
subtotale). 

Poiché si poteva pensare che il mancato au- 
mento della escrezione urinaria dei prodotti 
piridinici N ,-metilati, osservato in particolari 
condizioni di esperimento, potesse essere do- 
vuto a compromissione del fegato, la conferma 
di tali risultati in patologia umana avrebbe forse 
consentito di considerare la misura della escre- 
zione urinaria di questi composti piridinici 
come una prova di funzionalita epatica. 

Pertanto abbiamo eseguito analoghe ricerche 
nell’'uomo in varie condizioni di patologia 
epatica, allo scopo di meglio precisare i pos- 
sibili rapporti danno epatico e processi 
di transmetilazione. 


PARTE SPERIMENTALE 


Sono stati esaminati 34 pazienti di ambo i 
sessi, di eta compresa fra i 17 ed i 71 anni; i 
pazienti, divisi a seconda della patologia epa- 
tica presentata, sono stati distinti nei tre gruppi: 
I) epatopatia acuta benigna; II) cirrosi epatica 
tipo Morgagni-Laennec; III) ittero colesta- 
tico. Nella scelta dei soggetti da esaminare si 
ebbe cura di escludere quelli che presentavano 
una qualsiasi affezione morbosa a complicare 
la malattia epatica. 

Di ogni soggetto é stata determinata preli- 
minarmente l’escrezione urinaria di: trigonel- 
lina. Successivamente ad ogni paziente sono 
stati somministrati, per tre giorni di seguito, 
mg 10 di aneurina (') e mg $00 di metionina, 
per via intramuscolare. 

Per tutto il periodo delle ricerche i pazienti 
sono stati alimentati con una dieta standard, 
evitando alimenti e farmaci che potessero in- 


(1) Cortesemente offerta dalla Ditta Lepetit. 
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§00 600 §§0 700 
21,6 28 §2,5 58 49,2; §2,5 
30 35 $5 4! 34 
600 800 10s0 1000 1200 1S00 
42 62,4 $6 39,6 
60 73 $§ 
700 800 700 720 
a 


TABELLA II - 


Crrrosi EPATICA (Tipo Morgagni-Laennec) 


4 Giorni di esperimento. é ee 2 3 4 5 6 7 8 9 | Io 
v Cloridrato aneurina mg _ 10 | | | 4 | 
Metionina . » §00 | | | | | 
I L. Francesco Trigonellina (1rg/24 h) 27.5 45,5 46 61,2 39.9 34 40 
anni 71 Trigonellina (y cc) 25 35 46 41 38 20 | 25 
Diuresi (cc/24 h) 1100 | 1300 | 1000 | 1250 1050 | 1700!)| 1600 | | 
2 A. Giuseppe Trigonellina (mg/24 h) °’ @ 40 25,2 27:5 48 
anni 61 Trigonellina (y cc) 35 40 42 §0 60 | 
Diuresi (cc/24 h) 600° 1000 600 $50 800 | | 
3 G. Giovanni Trigonellina (mg/24 h) 26 18 49 41,4 39.5 41,§ §2,8 45 43 | 
anni 58 Trigonellina (y,/cc) 40 36 70 92 113 83 66 | 41 43 
Diuresi (cc/24 h) 650 §00 700 450 350 §00 800 g0o 1000 | 
4 Z. Aldo Trigonellina (mg/24 h) 16,8 16,8; 22,4 30,7 35 40 41,4. 45,9 
anni $§ Trigonellina (y cc) 2 28 | 28 41 35 §0 46 SI 
Diuresi (cc/24 h) 700 600 | 800 750 10001) 800 goo goo 
5 | Z. Sesto Trigonellina (mg/24 h) Gal 32,51 47 2,8 30,8 73,2 48 
anni 49 Trigonellina (y/cc) 45 37 30 331 47 41 55 61 48 | 
Diuresi (cc/24 h) 850 750 1900')| 1050} 1000 800 560 1200!)| 1000 
6 C. Aurelio Trigonellina (mg/24 h) 15 1§ 21 12,5 18,2 8 14 
anni 61 Trigonellina ((y/cc) 25 30 30 25 28 20 31 | 
Diuresi (cc/24 h) 600 §00 700 §00 650 | 400 450 } 
7 A. Lucio Trigonellina (mg/24 h) 27,8 40 31,5 48,7 44 57 51,8 
anni 47 Trigonellina (j/cc) 41 §0 45 65 80 95 74 | | 
Diuresi (cc/24 h) 680 800 700 750 $50 600 700 | 


1) Diuretico mercuriale. 


fluire sensibilmente sulla concentrazione uri- 
naria dei prodotti piridinici N,-metilati. 

La trigonellina urinaria, indagata durante 
e dopo il trattamento con aneurina e metio- 
nina, é stata dosata col metodo di Roggen 
(25, 10). 

Tale metodo si basa sulla reazione fra anilina ed il 
derivato della aldeide glutaconica che si forma trat- 
tando a caldo con idrato sodico 1 composti piridinici 
N-sostituiti. 

Un campione di urina (cc 3) si addiziona con cc 0,5 
diidrato sodico al 30 % ; si pone a bagno-maria bollente 
per 12’; si addiziona con cc 0,§ di soluzione alcoolica 
di anilina al 14%. Si sviluppa cosi, un colore giallo 
la cui intensita viene misurata fotometricamente ri- 
spetto ad una prova in bianco nella quale, invece della 
soluzione alcoolica di anilina, si ps una pari 
quantita di alcool etilico. 

Tale reazione é caratteristica per i composti pi- 
ridinici metilati in posizione N;, costituiti in mas- 
sima parte dalla trigonellina e dalla sua ammide, 
oltre ad altri derivati Nj-sostituiti della nicotam- 
mide. 
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Pertanto il termine di « trigonellina», usato nel testo, 
deve essere interpretato come la somma dei composti 
urinari dosabili con la reazione di Roggen. 

Nelle tabelle I, II, Ill sono riportati i valori delle 
escrezioni urinarie di trigonellina osservati nei sog- 
getti dei tre gruppi, prima e dopo il trattamento 
con aneurina. 


L’esame delle tabelle consente le seguenti 
osservazioni: 


a) In tutte le condizioni di sofferenza epa- 
tica esaminate é stata accertata un’escrezione 
urinaria media di rigonellina ampiamente 
oscillante nelle 24 ore da soggetto a soggetto, 
senza alcun rapporto evidente con l’eta e il 
sesso del paziente. Anche in condizione di 
grave malattia epatica sono state osservate 
escrezioni urinarie entro limiti normali; mi- 
glioramenti e cosi pure peggioramenti della 
malattia non sono coincisi con significative 
variazioni dei prodotti piridinici indagati. 


| 


b) Alla somministrazione di aneurina e di 
una sostanza donatrice di metile é sempre se- 
guito un aumento dei composti dosabili con 
la reazione di Roggen. 


c) La contrazione della diuresi si ¢ sempre 
accompagnata con un aumento della concen- 
trazione nelle urine della trigonellina, risul- 
tando cosi pressoché invariata la quota media 
escreta nella giornata. D’altra parte, l’aumento 
della diuresi sia esso spontaneo nel corso della 
malattia oppure dovuto all’azione di medica- 
menti diuretici od a duodenoclisi, é stato carat- 
terizzato da proporzionale riduzione della con- 
centrazione urinaria dei prodotti piridinici 
N ,-metilati; pertanto il tasso di escrezione della 
trigonellina nelle 24 ore, caratteristico del sog- 
getto in esame non veniva influenzato. 

d) Solo in un caso di cirrosi epatica asso- 
ciata a grave compromissione renale, la con- 


centrazione della trigonellina nelle urine oscilld 
entro valori molto bassi in condizione di oli- 
guria (vedi caso n. 6, tabella II). Anche la ri- 
sposta al carico con aneurina e con sostanza 
ssid di metile @ stata molto modesta 
(confrontata con i valori accertati nei pazienti 
dello stesso gruppo). 


L’insieme dei dati porta a considerare come 
nell’'uomo la compromissione epatica (per 
quanto almeno riguarda i quadri morbosi esa- 
minati) non riesca ad influenzare il normale 
andamento del processo di metilazione che pud 
essere messo in evidenza con la trasformazione 
dei prodotti piridinici in prodotti piridinici 
N,-metilati, questi ultimi dosabili con la 
reazione di Roggen. Cid significa che la som- 
ministrazione ad epatopazienti di aneurina e di 
sostanze donatrici di metile é sempre seguita 
da aumento della trigonellina urinaria dello 


TABELLA III — ITTERO MECCANICO 


(per calcolosi del coledoco n. 2, 3, 5, 7, per tumore della testa del pancreas n. 


4, 
per stenosi secondaria a processi cicatriziali n. 1, 6). 
|) Comb 2 3 4 7 8 
Cloridrato aneurina mg_ 10 | | | 
Metionina. . . . » §00 be 
| 
I | M. Beatrice Trigonellina (mg/24 h) 21,7 | 20,8 41 46 42 39,95 40 
| anni 28 Trigonellina (y cc) 31 2 41 40 | 35 47 40 
Diuresi (cc/24 h) 700 800 1000 I1so | 1200 850 | 1000 
2| G. Irma Trigonellina (mg/24 h) | 31,2 20 22 48,6 §0,4 41,8 
anni 40 Trigonellina (y cc) 26 20 22 36 2 38 
Diuresi (cc/24 h) 1200 1000 1000 1350 1200 1100 
3 | R. Guerrino | Trigonellina (mg/24 h) 2 23,8 33 40,5 37 60,5 
anni 69 | Trigonellina (y/cc) 35 28 30 45 39 55 
| Diuresi (cc/24 h) 800 850 1100 goo 950 1100 
4| B. Pasqua Trigonellina (mg/24 h) 32 28,8 29,2 48 41.2 §0 
| anni 64 Trigonellina (y/cc) 40 36 45 60 55 72 
| | Diuresi (cc/24 h) 800 800 650 | 800 750 7 
5 | B. Renato Trigonellina (mg /24 h) | 33,6 49 31,5 45,5 64 58,9 42,5 
anni 39 Trigonellina (y/cc) | 60 55 2 65 80 62 50 
Diuresi (cc/24 h) §60 800 750 700 800 950 850 
6 | G. Umberto Trigonellina (mg/24 h) 29,7 41 40,5 §2,2 70 93 70,5 
anni 44 | Trigonellina (y/cc) 35 41 95 55 70 85 72 
Diuresi (cc/24 h) 850 1000 goo 950 1000 1100 980 
7 C. Bianca Trigonellina (mg 24 h) 3557 50 65 §2,2 $7.2 48 
anni 24 | Trigonellina (y/cc) 2 50 65 58 §2 40 
| Diuresi (cc/24 h) 850 1000 | 1000 900 1100 1200 
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TABELLA IV 


Cloridrato aneurina mg 10 
Metionina. . . . » 100 
| 
C. Marisa, anni 14 Trigonellina (mg/24 h) 25,8 
nefrosi lipoidea. y/ec 12 
(I controllo) diuresi 2150 
C. Marisa (II controllo) Trigonellina (mg/24 h) 13,2 
(contrazione della diuresi y/ec 33 
conseguente ad episodio in- diuresi 400 
fluenzale) 
B. Mario, anni 18 | Trigonellina (mg/24 h) a9 
diabete insipido | ylec 8 
| diuresi 3400 


2 3 4 5 6 Io | 

22 | 23,1 | 34,2 | 32,8 33 | 336 | 25,3 | 234 | — 
II II 18 16 15 m6}; {| m2) — 

2000 | 2100 | 1900 | 2050 | 2200 | 2100 | 2100 | 1950| — | 

16,8 18 | 28,5 | 19,5 | 28,7 | 20,3 | 15,2 } 13 15,8 | 

28 30 38 30 41| 29] 19 20 22 | 

600 | 600 | 750 650 | 700} 700 | 800} 720 | 

18 | 32,4 | 79,8 99 | 40 28 | — | 

5 9 19 22 10 7 8 | 

3600 | 3600 | 4200 | 4500 | 4000 | 4000 | 3800 | — | — | 


stesso ordine di grandezza ed ampiamente va- 
riabile come nell’uomo normale. 

L’unico caso osservato con modesti valori di 
trigonellina urinaria e con scarsa risposta al 
trattamento vitaminico (tabella II, caso n. 6) 
pud essere spiegato con I’associazione di un 
grave danno renale complicante |’epatopatia. 
Ricerche sperimentali di Beyer e Coll. (4) hanno 
infatti confermato |’importanza dell’intervento 
del rene nell’escrezione urinaria dei composti 
piridinici N,-metilati; in particolare per I’N,- 
-metil-nicotinamide questi AA. hanno potuto 
dimostrare che l’escrezione avviene per mezzo 
di un processo combinato di filtrazione glome- 
rulare e di secrezione tubulare. Si comprende 
cosi come un danno renale possa essere di per 
sé sufficiente a dare quelle variazioni quantita- 
tive nell’escrezione urinaria dei prodotti piri- 
dinici N,-metilati che abbiamo riscontrato. 

A conferma dei rapporti osservati fra diu- 
resi € concentrazione percentuale di questi 
prodotti nelle urine, riportiamo il comporta- 
mento dell’escrezione urinaria della trigonel- 
lina in pazienti affetti da nefrosi lipoidea e da 
diabete insipido. Anche in questi casi il tasso 
totale dei derivati piridinici, escreti con le urine 
della giornata, si mantenne in media entro 
quote normali, nonostante una concentrazione 
percentuale molto bassa (vedi tabella IV). 

Per quanto riguarda invece la mancata ri- 
sposta in aumento osservata in animali (ratti) 
con grave epatopatia dietetica complicata da 
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intossicazione cronica con tetracloruro di car- 
bonio (19), la spiegazione pud essere data invo- 
cando l’intervento del tossico usato. Al tetra- 
cloruro di carbonio, infatti, viene riconosciuta 
una azione di blocco sui processi enzimatici, 
senza per altro escludere, nei casi in esame, |’in- 
tervento di una nefropatia come conseguenza 
dell’intossicazione. 

Concludendo, nell’uomo un danno epatico 
non sembra pregiudicare |’andamento dei pro- 
cessi di er che é possibile evidenziare 
nei soggetti normali; in tutti i casi esaminati 
la somministrazione di aneurina con un dona- 
tore di metile é seguita da un aumento dei pro- 
dotti urinari dosabili con la reazione di Roggen. 

L’insieme dei dati clinici e sperimentali porta 
a ritenere che i processi di metilazione non siano 
limitati a determinati organi parenchimali e, 
d’accordo con Ciusa, che tali processi presen- 
tino un carattere molto pit generale di quello 
che fino ad oggi poteva essere loro attribuito. 


RIASSUNTO 

Gli AA. hanno completato le ricerche sperimentali 
sui rapporti fra patologia epatica e transmetilazione, 
indagando anche in epatopazienti l’escrezione uri- 
naria di trigonellina prima e dopo la somministra- 
zione di aneurina e di sostanze donatrici di metile. 
Accertata la normale escrezione con le urine dei deri- 
vati piridinici N,-metilati, e sulla scorta dei risultati 
sperimentali, concludono che i processi di metila- 
zione indagati non sembrano essere influenzati da un 
danno epatico, probabilmente perché tali processi 
anziché essere limitati a determinati organi parenchi- 
mali, presentano un carattere molto pit generale. 
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RESUME 


L’élimination urinaire des dérivés pyridiniques méthylés en 

Ni chez des hépatopathiques. 

Les auteurs ont complété les recherches expérimen- 
tales sur les rapports entre pathologie hépatique et 
transméthylation, en étudiant chez des hépatopa- 
thiques également I’élimination urinaire de trigonelline 
avant et aprés l’administration d’aneurine et de subs- 
tances donneuses de méthyle. Aprés avoir constaté 
dans quelle mesure les dérivés pyridiniques méthylés 
en N; sont normalement éliminés par les urines, et en 
se basant sur des résultats expérimentaux, les auteurs 
concluent que les processus de méthylation étudiés ne 
semblent pas étre influencés par une atteinte hépa- 
tique, probablement en raison du fait que ces proces- 
sus, au lieu d’étre limités 4 des organes parenchyma- 
teux déterminés, présentent un caractére bien plus 
général. 


SUMMARY 
The urinary excretion of N,-methylated pyridine deri- 
vatives in liver patients. 

The authors have completed a series of researches 
on the relationship between hepatic pathology and 
transmethylation; they have also studied the urinary 
excretion of trigonelline in liver patients, both before 
and after administration of aneurin and methyl- 
donors. Having ascertained the normal urinary ex- 
cretion of N,-methylated pyridine derivatives and 
on the basis of the experimental results, the authors 
conclude that the methylation processes under study 
do not appear to be by hepatic damage, 
probably Gecteae these processes, instead of being 
limited to certain parenchymal tissues, are much 
more generalized. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Die Ausscheidung von N,-methylierten Pyridinderivaten 

im Harn von Leberkranken. 

Die Verfasser haben die experimentellen Untersu- 
chungen iiber die Beziechungen zwischen Leberleiden 
und Transmethylierung zu Ende gefiihrt, indem sie 
auch bei Leberkranken dei Trigonellin-Ausscheidung 
im Harn vor und nach der Verabreichung von Aneu- 
rin und Methyldonatoren untersucht haben. Nachdem 
sie im Harn eine normale Ausscheidung der N,- 
methylierten Pyridinderivate festgestellt haben, ge- 
langen sie, auch auf Grund der experimentellen Er- 
gebnisse, zu dem Schluss, dass die untersuchten 
Methylierungsprozesse durch einen Leberschaden 
anscheinend nicht beeinflusst werden; dies beruht 
wahrscheinlich darauf, dass diese Prozesse nicht auf 
bestimmte parenchymatése Organe beschrankt sind, 
sondern einen viel allgemeineren Charakter besit- 
zen. 


RESUMEN 


La excrecién urinaria de los derivados piridinicos Ni- 

metilados en hepatopacientes. 

Los autores han completado las investigaciones ex- 
perimentales sobre las relaciones entre patologia he- 
atica y transmetilacién, examinando también en 
la excreci6n urinaria de trigonelina 
antes y después de la administracién de aneurina y 
de sustancias dadoras de grupos metilos. Comprobada 
la normal excrecién en las orinas de los derivados 
piridinicos N,-metilados, y en base a los resultados 
experimentales, concluyen que los procesos de meti- 
lacién estudiados no parecen ser influidos por una 
lesibn hepatica, probablemente porque dichos procesos 
en lugar de estar limitados a determinados érganos 
parenquimales, presentan un caracter mucho mas 
general. 
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ISTITUTI DI PATOLOGIA SPECIALE MEDICA E DI SEMEIOTICA DELL’UNIVERSITA DI MESSINA 
(Direttore: Prof. F. Romeo) 


Influenza della vitamina E sul ricambio glucidico 


F. ROMEO - A. 


Benché scoperta da quasi un trentennio, la 
vitamina E ha avuto miglior fortuna solo in 
questo ultimo decennio, essendo stata proprio 
in questi ultimi anni, oggetto di ricerche cli- 
niche e sperimentali da parte di numerosi Autori 
italiani e stranieri. 

Non é nostra intenzione qui passare in ras- 
segna la assai vasta letteratura riguardante que- 
sta vitamina, ma accenneremo solo ad alcuni 
dati pid: salienti sulla sua natura e sui rapporti 
con l’organismo animale, prima di addentrarci 
sulle ricerche che formano specificatamente og- 
getto del presente lavoro. 


Come é noto fu B. Sure nel 1923 a dare il nome alla 
vitamina E, dopo che Evans e Bischop (1922) avevano 
scoperto l’esistenza di una sostanza necessaria per la 
fecondazione. La vitamina E, ampiamente diffusa in 
natura nel mondo vegetale e nel mondo animale, é¢ 
termostabile ed é stata ottenuta pure per sintesi quasi 
contemporaneamente da Fernholz (1938), Kerre, 
Fritzsche, Ringer e Salomon (1938). 

Fu merito di Evans, M. Emerson, ed H. Emerson 
(1936), aver isolato dall’olio di germi di grano, due 
sostanze isomere cristallizzabili, che furono chiamate 
rispettivamente  e tocoferolo; pit tardi si aggiun- 
sero il y ed il & tocoferolo. 

Il fabbisogno giornaliero per l’organismo umano 
adulto é valutato in genere in 3-6 mg. 

Gli studi sull’influsso della vitamina E nel ricambio 
organico sono ancora incerti e di attualita. Sono stati 
studiati i rapporti della vitamina E col ricambio idro- 
carbonato, lipidico, proteico, minerale. 

Con le prime ricerche fu studiata l’influenza della 
vitamina E sul ricambio muscolare, ed in particolare 
sul ricambio del fosforo e della creatina. Numerosi 
Autori (Morgulis e Spencer, 1936; Baldwin, 1938; 
Hottinger, 1941; Weissberger, 1943; Roncallo, 1946; 
Govier, 1946) hanno ottenuto un abbassamento del 
fosfageno nella avitaminosi E. A controllo di tali ri- 
cerche, Sposito e Nava, nel 1942, iniettando vitamina 
E per cinque giorni a delle cavie, hanno riscontrato 
un aumento del fosfageno e una diminuzione del fo- 
sforo inorganico. Goettsch e Brown (1932) e successi- 
vamente altri Autori (Matzen, McKey, Maynard, 


PARRINELLO 


1933; Morgulis e Spencer, 1936; Ellemberger e Wat- 
tendock, 1944) hanno notato una forte creatinuria 
in ratti carenzati di vitamina E; tale creatinuria 
scompariva dopo somministrazione di alte dosi di 
vitamina E. 

Pi numerose ricerche, ma con risultati alquanto 
incerti, si sono avute riguardo I’azione della vita- 
mina E sul ricambio glicidico. 

I primi studi risalgono al 1941, in tale epoca Boms- 
kov e Kaulla tenendo a dieta priva di vitamina E, 
per un anno, dei ratti, notarono in essi una diminu- 
zione del contenuto in glicogeno del fegato, dei mu- 
scoli e del miocardio. Contemporaneamente Goettsch 
e Pappenheimer, nelle medesime condizioni di espe- 
rimento, riscontrarono diminuzione di glicogeno 
muscolare. 

Hottinger nello stesso anno somministrando della 
vitamina E a soggetti normali, ottenne un rapido 
innalzamento della curva glicemica da carico di glu- 
cosio. 

In Italia l’'anno dopo Butturini e Bagni hanno 
voluto controllare le esperienze dei precedenti AA. 
ed hanno notato, dopo somministrazione per un mese 
di 3 mg al di di vitamina E, aumento del glicogeno 
muscolare e cardiaco; ipoglicemia basale venosa; ini- 
bizione della iperglicemia da carico glicidico. Gli AA. 
concludono dicendo che la vitamina E interviene nel 
ricambio degli idrati di carbonio e rappresenta per 
essi un fattore di risparmio, con punto di attacco pre- 
valentemente_periferico. 

Sposito e Nava (1942) dopo somministrazione di 
30 mg al di di vitamina E per trenta giorni, hanno 
notato invece diminuzione del glicogeno epatico e 
cardiaco ed aumento di quello muscolare. Cataldi e 
Volpe (1942) hanno confermato in pieno i risultati 
di Butturini. 

Nel 1945 lo stesso Butturini ha potuto rilevare che, 
come nel soggetto normale, anche nel diabetico, la 
vitamina E determina una netta ipoglicemia sia basale 
che da carico senza influenzare il tasso glicemico arte- 
tioso. Secondo I’A. la somministrazione prolungata di 
vitamina E determina non solo una diminuzione della 
glicemia ma anche della glicosuria, inoltre un potenzia- 
mento della azione dell’insulina tale da permetterne 
la sostituzione nei casi lievi. 

D’Agostino (1945) ha studiato il comportamento 
della glicemia basale venosa e capillare dopo sommi- 
nistrazione di 12 mg di vitamina E ottenendo 
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risultati non univoci per cui egli ritiene tali prove non 
atte a dimostrare l’azione della vitamina E sul tasso 
glicemico dell’uomo normale. 

D’Agostino e Ragozinski, nello stesso anno, dopo 
somministrazione di vitamina E, hanno ottenuto una 
maggiore altezza ed una maggiore ampiezza della 
curva per cui ritengono di doversi orientare verso una 
azione di ostacolo opposta dalla vitamina E allo smal- 
timento del glucosio somministrato. 

Ricerche successive di Bottiglioni e Sturani (1949) 
dicono che la vitamina E ha una evidente azione ipo- 
glicemizzante nel soggetto normale. 

Heinsen, in individui con alterazioni del ricambio 
glucidico a patogenesi diencefalica, conclude che la 
vitamina E produce una netta regolarizzazione della 
glicemia basale e da carico. 

Vogelsang (1948) nel trattare cardiopatici diabetici 
ebbe la sorpresa di osservare un netto miglioramento 
della sintomatologia diabetica, pit: evidente di quella 
cardiaca; da tale osservazione inizid lo studio sistema- 
tico del trattamento con vitamina E dei diabetici. 

Un anno dopo Vogelsang comunicé i suoi risultati 
ed ha notato quanto segue: 


1) nessuna modificazione della glicemia basale nel 
soggetto normale; 


2) in tutti i soggetti diabetici di eta superiore ai 
2§ anni si diminui la quantita di insulina dopo 2 mesi 
di trattamento con vitamina E; 


3) nessuna azione della vitamina E nel diabete 
giovanile; 

4) con la sospensione del trattamento si ha una 
ripresa della glicosuria. 


Vogelsang ritiene che la vitamina E migliori la 
vascolarizzazione del pancreas e quindi favorisca I’af- 
flusso sanguigno alle isole di Langerhans e di conse- 
guenza la produzione di insulina. 

Guest A 1949 non ha ottenuto con la vitamina E 
una diminuzione della quantita dell’insulina necessaria 
per mantenere in equilibrio i pazienti. 

L’anno_ successivo Prosperi e Ragazzini stu- 
diando il comportamento della glicemia arteriosa e 
venosa dopo carico di vitamina E, hanno ottenuto 
valori incostanti per quanto riguarda la glicemia 
capillare, nessun comportamento tipico per quanto 
riguarda la glicemia venosa. 

Butturini e Baronchelli (1950) hanno ottenuto un 
netto miglioramento della sintomatologia clinica ed 
ematochimica del diabete d’allossana nei casi lievi e di 
media gravita; nessuna azione nei casi gravi. 

Baronchelli (1950) ha osservato che la vitamina E 
a0 ad una ipoglicemia basale venosa ed inibisce 
*iperglicemia da carico glicidico. 

Vincent e Warton nello stesso anno dicono che la 
vitamina E non modifica il fabbisogno di insulina nel 
diabete d’allossana nel cane. 

Butturini (1950) ha ancora insistito sulla terapia con 
vitamina E nel diabete, consigliando il seguente 
dosaggio: 

per glicemie superiori a g 2,70 %,, somministra- 
zione di 400 mg al di di vitamina; per glicemie infe- 
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riori 300 mg; continuando tale trattamento ha ridotto, 
fino ad abolirla, l’insulina fra il 10° ed il 25° giorno. 
L’A. conclude dicendo che la vitamina E interviene 
come fattore importante nella fosforilazione degli 
idrati di carbonio. 

Levans e Rosgen parlano di un’azione ipoglice- 
mizzante della vitamina E. 

Terzani (1951) dopo aver trattato con alte dosi di 
vitamina E un gruppo di diabetici ha ottenuto una 
riduzione della glicemia. 

Per quanto riguarda il ricambio minerale e la vita- 
mina E, Di Lauro recentemente ha studiato il com- 
portamento della cloroemia, ottenendo minime varia- 
zioni entro i limiti di normalita. Cutillo, dopo carico 
di vitamina E per os ha ottenuto una sensibile ipo- 
potassiemia, senza ottenere diminuzione del ae 
Osservazioni del tutto recenti fanno pensare ad inter- 
ferenze della vitamina E nel meccanismo della coa- 
gulazione del sangue. 

Dai lavori di Prosperi e Lottini (1949) é risultato che 
la vitamina E abbassa nettamente il tempo di coagu- 
lazione. E stato visto che la vitamina E non ha alcuna 
influenza nel modificare il tasso plasmatico del fibri- 
nogeno e il numero delle piastrine, ma agirebbe atti- 
vando la trombocinasi. 

Ancora pit scarsi e incerti sono gli studi dei rap- 
porti tra vitamina E e ricambio colesterinico e pro- 
teico. 

D’Afflitto e Cutillo (1943), dopo somministrazione 
a 30 soggetti sani di vitamina E per via orale o per 
via parenterale, hanno riscontrato in quasi tutti i 
casi una ipercolesterinemia, variabile dal 50 al 60%. 
Altri AA. (Marx W., Marx L., Meserver, 1949) 
non hanno ottenuto alcuna modificazione del con- 
tenuto della colesterina nel sangue, fegato, surreni, né 
con un eccesso né con un deficit di vitamina E. 

In ricerche recentissime (1949) Bottiglionti e Stu- 
rani in Io casi trattati con vitamina E, ed effettuando 
il dosaggio della colesterinemia, hanno ottenuto risul- 
tati incerti, tanto da non poter trarre alcuna conclu- 
slone. 

Precedentemente (1936) Morgulis e Spencer ave- 
vano notato, nel quadro di avitaminosi E, un aumento 
della colesterina e dei lipidi muscolari. Eguali reperti 
ottenevano successivamente diversi altri AA., tra cui 
Goettsch e Ritzmann, Mackenzie e McCollum (1940). 

Per quanto riguarda I’azione sul ricambio proteico, 
D’Afflitto e Cutillo (1943) hanno ottenuto, dopo som- 
ministrazione di vitamina E per via orale o parente- 
rale, nella maggioranza dei casi una ipoproteinemia, 
specie a carico delle albumine. Negli altri casi in cui 
si € avuto iperproteinemia, corrispondeva costante- 
mente, nel dosaggio del tasso ematico della coleste- 
rina, una ipocolesterinemia. 

Sos e Veghelyi, studiando il rapporto tra tocofe- 
rolo e metabolismo proteico, hanno osservato che 
nei ratti tenuti a dieta povera di proteine, la vita- 
mina E previene o guarisce le lesioni indotte dall’ali- 
mentazione deficiente. Esperienze preliminari avevano 
dimostrato che la somministrazione di tocoferolo a dosi 
elevate produce una iperproteinemia. 
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Moore (1947) ha rilevato ché la vitamina E inter- 
viene attivamente nel metabolismo del ricambio pro- 
teico, in quanto alimentando dei ratti con dieta protei- 
nopriva, la vitamina E impedisce la caduta del peso 
e viceversa le proteine ritardano la insorgenza della 
pigmentazione dell’utero, la quale si riscontra nella 
avitaminosi E. 

Schwarz (1948) studiando I’azione della vitamina 
E sulle lesioni neuromuscolari da dieta iperlipidica, 
ha rilevato che negli animali trattati con vitamina E 
non maces we steatosi epatica, mentre era quasi co- 
stante negli animali non trattati e tenuti come con- 
trollo. Analogamente lo: stesso A., in successive ri- 
cerche su ratti tenuti a dieta iperproteica, ha dimo- 
strato che la vitamina E proviene E «necrosi epatica 
alimentare ». 


Hove (1949) ha osservato che un milligrammo di 
vitamina E protegge i ratti E-carenzati dlaredine 
mento acuto da tetracloruro di carbonio. Lo stesso 
Hove successivamente ha ottenuto gli stessi risultati 
epatoprotettivi della vitamina E nella steatosi epatica 
da caseina pura. 

Himswort e Lindan (1949) hanno osservato che la 
somministrazione di tocoferolo previene la necrosi 
epatica acuta da dieta iperproteica. 


* 


Allo studio del problema dell’azione della 
vitamina E sul ricambio intermedio siamo 
stati indotti sia dall’interesse suscitato dalle pre- 
cedenti ricerche, sia dalla diversita dei risultati 
segnalati dai vari ricercatori, come si é accen- 
nato. 

In questo primo lavoro abbiamo studiato i 
rapporti tra la vitamina E ed il ricambio gluci- 
dico, eseguendo un primo gruppo di espe- 
rienze con le quali abbiamo cercato di indagare 
sulle modificazioni che la somministrazione 
orale di vitamina E apporta alla curva da carico 
fatta sia in soggetti normali che in soggetti 
diabetici. 

Abbiamo condotto le nostre ricerche su sog- 
getti normali e su diabetici tenuti ad alimenta- 
zione costante per tutto il periodo di esperi- 
mento seguendo la curva da carico di glucosio 
all’inizio e dopo 10 giorni di trattamento con 
vitamina E alla dose di 200 mg al di; abbiamo 
inoltre controllato la glicemia basale ogni 
giorno e la glicosuria (sulle urine delle 24 
ore). 

Ci siamo serviti per il dosaggio del glucosio 
ematico del Hagedorn-Jensen, modi- 
ficato da Romeo. 


RISULTATI 


1) L’introduzione per via orale di vitamina E 
sia nei normali che nei diabetici determina nelle 
prove da carico di glucosio una minore accen- 
tuazione dell iperglicemia che rimane ad un 
livello inferiore a quello iniziale, nonché una 
minore durata della fase iperglicemica ed un 
ritorno ai valori di partenza entro la seconda 
ora. 


2) Una lieve riduzione della glicemia basale 
e nei diabetici di media gravita la scomparsa 
della glicosuria, a dieta idrocarbonata costante. 


Dai dati esposti nelle tabelle riassuntive 
emerge chiaro che la vitamina E non resta del 
tutto inerte di fronte ai complessi meccanismi 
che regolano il metabolismo dei glucidi. 


TABELLA | 
Curva glicemica da carico di glucosio prima e dopo 
somministrazione orale di vitamina E (200 mg per 
10 gg) in soggetti normali 


| c | a di- | dopo | dopo | dopo | dopo | dopo | dopo dopo | 
| giuno 20’ 40” 60’ go’ | 120’ | 150’ | 180° | 
‘I 0,79 | 1,10 | 1,47 | 1,06 | 0,80 | 0,78 | 0,84 | 0,75 
0,70 1,10 | 1,45 | 1,02 | 0,90 | 0,70 0,75 | 0,70 

| II 1 | 1,26 | 1,70 | 1,25 1,05 | 1,05 | 1,10 | 1,02 
0,90 | 0,98 | 1,45 0,99 | 0,90 | 0,95 | 0.99 0,90 

It | 1,10 1,30 | 1446 | 1,11 | 1s | 1,16 | 1,24 | 1,10 
1,08 | 1,10 | 1.40 1,10 | 1,15 1,20 | 1,10 

IV 1,28 | 1,35 | 1:47 | 1,10 | 1,15 | 1,25 | 1,10) 1,10 
1,20 | 1,38 | 147 | 1.10 | 1.10 | 1.25 | 1.05 | 1,10 | 

0,96 | 1,05 | 1,35 | 1,40 | 1,30 | 4625 | 1,30 | 1,20 
0,96 | 1,02 | 1.40 | 1.25 | 1,30 | 1.10 | 1.25) 1.10 

VI | 0,68 | 0,92 1,37 | 1.02 | 0,90 0,77 | 0,70 | 0,66 
0,66 | 0,94 | 1,30 | 1,03 | 1,92 | 0,75 | 0,70 | 0,64 

VII | 1,00 | 1,20 | 1,36 | 1,01 | 1,08 | 1,06 | 1,14 | 1,00 
0,98 | 1,00 | 1,30 ' 1,00 1,01 | 1,05 | 1,10 | 1,01 

IX | 0,86 | 1,00 | 1,25 | 1,30 | 1,20) 1,15 | 1,20 | 1,10 
0,86 | 1,10 | 1,29 | 1,35 | 1,00 | 1,00 | 1,15 | 1,05 

x 0,90 | 1,16 | 1,60) 1,15 | 1,02 | 1,00 | 1,10 | 1,02 
0.88 | 1.14 | 1.60 | 1.20 | 1.08 | 1,00 | 1,05 | 0,95 


Nei soggetti normali in realta siamo d’ac- 
cordo con D’Agostino che la vitamina E non 
apporta significative modificazioni né in modo 
sensibile Tella glicemia basale né della curva 
glicemica da carico; tutto cid perd non ci dice 
molto, ci fa intravedere solamente che 1a dove 
i poteri di regolazione sono in ordine la vita- 
mina E non svolge azione insulino-simile. 
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TABELLA II 
Curva glicemica da carico di glucosio prima e dopo 
somministrazione orale di vitamina E (200 mg per 
10 gg) in soggetti diabetici. 


ie a di- | dopo | dopo | dopo | dopo | dopo | dopo | 


giuno| 20’ | 40’ | 60 go” | 120’ | 150” | 


I P.T. | 1,89 


1,03 | 2,23 2,55 | 2,43 | 2,21 | 2 | 
a. 76, 1,61 2,18 | 2,48 2,18 | 2,08 | 2,12 | 2,04 
II P.A. | 1,40 | 1,63 | 2,03 1,88 | 1,58 | 1,56 1,52 
a.42 1,20 1,58 | 1,75 1,50) 1,41 1,28 | 1,26 
Ill | S.R. | 1,91 | 2,08 | 2,53 | 2,37 | 2,66 2,36 | 2,13 
a.43 | 1,75 | 1,86 | 2,05 | 2,27 | 2,33 | 2,03 | 2,01 
IV | R.A.| 2,08 | 2,32 | 2,61 | 2,76 | 2.36 | 1.92 | 1.88 
a.68 | 2,05 | 2,43 | 2,95 | 2,76 | 2,65 | 2,40 | 2,34 
| 
V LN. | 2,57] 2,75 | 3,10| 2,901 2,78 | 2,60 | 2,58 
a. 32 2,60 | 2,76 | 3,04 | 2,80 | 2,70 2,62 | 2,57 
VI | TC. 255 1,99 | 1,86 1,57 | 1,48 | 1,46 
a. 36 =1,34| 1,52 | 1,95 | 1,82 | 1,54 1,43 | 1,43 
VII | A.P. | 1,88 | 2,11 | 2,02] 1,97 | 1,88 | 1,84 | 1,81 
a. 29 1,68 | 1,97 | 1,86 | 1,81 | 1,75 1,73 | 1,70 
Vill G.R.| 2,06 | 2,28 | 2,57 2,70 | 2,30 1,86 | 1,82 
a. 22 1,83 | 2,09 2,04 1,99 | 1,86 1,84 1,79 
IX | LM. | 2,68 | 2,86 | 3,06 | 2,98 | 2,84 | 2,78 | 2,72 
a.32 2,41 | 2,66 | 2,76 | 2,68 | 2,54 2,48 | 2,45 
xX E.C. | 2,45 | 2,64 | 2,74] 2,68 2,62 | 2,55 | 2,53 | 
a.43 2,24) 2,59 | 2,45 | 2,49 | 2,38 2,36 | 2,34 | 


Non é cosi invece per quanto riguarda il dia- 
betico; qui la vitamina E indubbiamente mo- 
stra la sua azione regolatrice del ricambio glu- 
cidico anche se non riesce da sola a risolvere, 
come fa l’insulina, il problema di equilibrare 
uno stato iperglicemico elevato anche se som- 
ministrata in dosi generose. 

I nostri risultati ci mostrano che il diabetico 
si avvantaggia ed in maniera certa della som- 
ministrazione di questa vitamina e cid viene 
chiaramente confermato dal fatto che in quasi 
tutti i diabetici da noi trattati gia dopo 10 
giorni, con una somministrazione globale di 
g 2 (alla dose di 200 mg al giorno) i poteri di 
utilizzazione per il glucosio hanno mostrato 
di essere favorevolmente influenzati. E se a 
prima vista i nostri risultati possono sembrare di 
scarso rilievo per quanto riguarda le modifi- 
cazioni della glicemia basale, la quale in realta 
non ha subito abbassamenti notevoli, un esame 
pitt profondo ci consente di mettere in evi- 
denza come di fronte al carico di glucosio il 
diabetico si comporti in modo diverso rispetto 
a prima del trattamento vitaminico. qui 
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che si hanno le variazioni che consentono di 
dare alla vitamina il giusto valore che ad essa 
& stato assegnato anche dai precedenti AA. 
(Bomskov, Butturini, Heinsen, Vogelsang, 
Guest, Terzani). Qui difatti, come mostrano 
i nostri protocolli, anche se i valori glicemici 
di partenza a digiuno tra prima e dopo il trat- 
tamento vitaminico: non hanno presentato 
modificazioni, la curva glicemica da carico 
invece, nelle frazioni di tempo successive, ha 
mostrato quasi sempre una diminuzione delle 
massime cuspidi iperglicemiche ed in qualche 
caso (caso n. 8) la durata dello stato ipergli- 
cemico é stata minore di quella registrata 
prima della somministrazione della vitamina E. 

La glicosuria anch’essa é stata influenzata 
anzi pit che la stessa glicemia, difatti in alcuni 
soggetti e specie nei diabetici di media e lieve 
entita é del tutto scomparsa verso gli ultimi 
giorni di somministrazione vitaminica. E cid 
secondo noi deve essere indubbiamente posto 
in rapporto ad aumento dei poteri di utilizza- 
zione del glucosio circolante da parte del dia- 
betico ed é verosimile pensare che questa con- 
dizione trovi riscontro in aumento dei depositi 
di glicogeno epatico e muscolare come hanno 
dimostrato Butturini, Bagni, ed in parte anche 
Sposito e Nava. 

Assai complessa appare invece la interpreta- 
zione del meccanismo d’azione con cui la 
vitamina E interferisce in senso favorevole nel 
metabolismo degli idrati di carbonio. Le ipotesi 
sono diverse: per Butturini si verificherebbe 
un potenziamento dell’azione insulinica; per 
Vogelsang tutto starebbe in un miglioramento 
della vascolarizzazione pancreatica favorito 
dalla vitamina E con secondario effetto favo- 
revole su una maggiore produzione insulinica; 
per Schwarz la vitamina E influenzerebbe il 
ricambio glicidico attraverso un miglioramento 
della funzionalita epatica adducendo cosi alla 
vitamina E un’azione epatoprotettiva e cid 
in considerazione anche del fatto che egli 
avrebbe visto che la detta vitamina sarebbe 
in grado di inibire o mitigare la cosidetta_ne- 
crosi epatica alimentare su ratti tenuti a dieta 
iperproteica. Alle stesse conclusioni é ve- 
nuto anche Hove e quasi contemporaneamente 
Himsworth e Lindan. 
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Noi riteniamo come accennato che il mec- 
canismo d’azione indubbiamente ¢ complesso 
ma che in linea di massima diversi sono i fat- 
tori che concorrono nel miglioramento del 
turbato equilibrio glucidico del diabetico dopo 
somministrazione di vitamina E. Secondo noi 
anche sulla guida di alcuni risultati in corso di 
pubblicazione ottenuti nel nostro Istituto (La 
Maestra), dai quali appare che la somministra- 
zione di questa vitamina apporta negli ani- 
mali da esperimento aumento dei processi 
ossido-riduttivi di alcuni tessuti (ovaio, sur- 
reni, reni, muscoli), e sulla guida dei risultati 
dei ricercatori che ci hanno preceduto, rite- 
niamo si possa ammettere che la vitamina E 
migliorando le ossidazioni intra - organiche 
specie tissulari migliora la funzionalita di 
quegli apparati e sistemi che abitualmente 
prendono parte nel meccanismo di regolazione 
del ricambio glucidico; non va esclusa quindi 
l’attiva compartecipazione della funzionalita 
epatica, di quella pancreatica, dei sistemi musco- 
lare e renale ove in modo particolare va anche 
invocata l’azione che su essi svolgono i pro- 
cessi di fosforilazione che anche da altri dati 
indiretti (Bomskov, Kaulla, Butturini) appa- 
iono favorevolmente influenzati dalla sommi- 
nistrazione di vitamina E. 


RIASSUNTO 


Gli AA. studiano l’azione svolta dalla vitamina E 
somministrata per via orale sul ricambio glucidico. 
Hanno condotto le loro esperienze su soggetti indenni 
da alterazioni del metabolismo idrocarbonato e su 
diabetici, eseguendo la curva glicemica da carico di 
glucosio prima e dopo trattamento con vitamina E 
alla dose di 200 mg al giorno per 10 giorni. Hanno 
messo in evidenza che la curva glicemica da carico, 
dopo trattamento con vitamina E si presenta con 
cuspidi meno alte e con«plateau» meno lungo nei con- 
fronti dei valori di partenza. Anche la glicosuria 
é stata sensibilmente influenzata fino a scomparire 
nei diabetici di media intensita. Gli AA. ritengono che 
il meccanismo d’azione sia piuttosto complesso e che 
ad esso vi partecipino vari apparati ¢ sistemi (princi- 
palmente fegato, reni, muscoli, pancreas) i quali ver- 
tebbero favorevolmente influenzati attraverso una 
presupponibile attivazione dei processi di fosforila- 
zione, desumibile anche dall’aumento dei processi 
ossidativi intracellulari che la vitamina E induce negli 
animali da esperimento. Gli AA. ritengono infine 
potere ammettere che la vitamina E influenza favo- 
revolmente il turbato ricambio glucidico del diabe- 
tico. 


RESUME 

Influence de la vitamine E sur le métabolisme des glucides. 

Les auteurs étudient l’action exercée par la vitamine 
E administrée par voie orale sur le métabolisme des 
glucides. Leurs expériences ont été réalisées sur des 
sujets exempts d’altérations du métabolisme hydro- 
carboné et sur des diabétiques, en tracant la courbe 
glycémique consécutive a l’ingestion de glucose, avant 
et aprés un traitement par la vitamine E 4 la dose de 
200 mg par jour pendant to jours. Ils ont mis en évi- 
dence que la courbe glycémique consécutive a l’inges- 
tion de glucose, présente, aprés le traitement par la 
vitamine E, des clochers moins élevés et un plateau 
plus court par rapport aux valeurs de départ. La gly- 
cosurie s’est montrée elle aussi sensiblement influencée 
jusqu’a disparaitre chez les diabétiques moyennement 
atteints. Les auteurs estiment que le mécanisme d’ac- 
tion est plutét complexe et qu’il se déroule avec la 
participation de divers appareils et systémes (princi- 
palement le foie, les reins, les muscles et le pancréas) 
qui seraient favorablement influencés par une acti- 
vation probable des processus de phosphorylation, 
ce qui semble également prouvé par l’augmentation 
des processus oxydatifs seaenastbelsiees que la vita- 
mine E détermine chez les animaux de laboratoire. 
Les auteurs estiment enfin pouvoir admettre que la 
vitamine E influence favorablement le métabolisme 
glucidique altéré du diabétique. 


SUMMARY 
The influence of vitamin E on glucide metabolism. 


The investigators have studied the action of orally 
administered vitamin E on the glucide metabolism. 
The experiments were carried out on subjects without 
alterations of the carbohydrate metabolism and on 
diabetics. The glycemic curve was plotted by giving 
a loading dose of glucose before and after 200 mg. 
vitamin E daily, for 10 days. It has been shown that 
the glycemic curve of the loading dose has lower 
peaks and shorter plateaus after vitamin E treatment, 
when compared with the starting values. The gly- 
cosuria has been notably influenced and has even 
disappeared in diabetes of medium intensity. These 
workers believe that the mechanism of action is 
rather complex and that various systems and apparat- 
uses take part (chiefly the liver, kidneys, muscles 
and pancreas), which are favourably influenced by 
means of a presupposed activation of the phospho- 
rylation processes. This may also be deduced from 
the increased intracellular oxidative processes induced 
by vitamin E in experimental animals. Finally, the 
authors feel justified in stating that vitamin E favou- 
rably influences the disturbed glucide metabolism of 
the diabetic. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Einfluss des Vitamins E auf den Zuckerstoffwechsel. 


Verfasser untersuchten den Einfluss des peroral 
verabreichten Vitamins E auf den Zuckerhaushalt. 
Sie fiihrten ihre Untersuchungen an Personen aus, 
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die normalen Kohlehydratstoffwechsel aufwiesen, 
sowie an Zuckerkranken, indem sie die Zuckerbe- 
lastungskurve des Blutzuckers vor und nach zehn- 
tagiger Zufuhr einer Tagesdosis von 200 mg Vita- 
min E priiften. Sie zeigten dabei, dass die Zuckerbe- 
lastungskurve nach Zufuhr von Vitamin E, mit den 
Ausgangswerten verglichen, weniger hohe und kiir- 
zere Zeit andauernde Maximalwerte aufwies. Auch 
der Harnzucker wurde stark beeinflusst und bei 
mittelschweren Fallen von Diabetes zum Verschwin- 
den gebracht. Verfasser glauben, dass der Wirkungs- 
mechanismus recht kompliziert sei und dass an ihm 
verschiedene Apparate und Systeme teilnehmen 
(hauptsachlich Leber, Nieren, Muskeln und Bauch- 
speicheldriise), welche mittels einer wahrscheinlichen 
Aktivierung der Phosphorylungsprozesse  giinstig 
angeregt werden, was auch aus der durch Vitamin E 
im Tierexperiment hervorgerufenen Steigerung der 
intrazellularen Oxydationsprozesse hervorzugehen 
scheint. Verfasser glauben schliesslich dem Vitamin E 
eine giinstige Beeinflussung des veranderten Zucker- 
stoffwechsels beim Diabetiker zuschreiben zu k6nnen. 


RESUMEN 


Influencia de la vitamina E sobre el metabolismo de los 
glicidos. 

Los autores estudian la accién ejercida por la vita- 
mina E administrada por via oral sobre el metabolismo 
de los gliucidos. Han realizado sus experiencias en 
sujetos indemnes de alteraciones del metabolismo 
hidrocarbonado y en diabéticos, trazando la curva 
glicémica consecutiva a la administraciédn de glucosa 
antes y después del tratamiento con vitamina E a la 
dosis de 200 mg por dia durante 10 dias. Han puesto 
en evidencia que la curva glicémica consecutiva a la 
administracién de glucosa, después de tratamiento con 
vitamina E se presenta con clspides menos altas y con 
plateau menos largo con respecto a los valores ini- 
ciales. También la glicosuria ha sido influenciada 
sensiblemente, hasta desaparecer en los diabéticos de 
mediana intensidad. Los autores creen que el mecanis- 
mo de accién sea mas bien complejo y que al mismo 
varios aparatos y sistemas (principalmente 

igado, rifiones, musculos y pancreas) los cuales 
serian favorablemente influenciados a través de una 
posible activacién de los procesos de fosforilacién, 
presumible tanbién por el aumento de los procesos 
oxidativos intracelulares que la vitamina E induce en 
los animales de experimento. Los autores consideran 


finalmente que se puede admitir una influencia 
favorable de la vitamina E sobre él alterado metabo- 
lismo glucidico del diabético. 
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ISTITUTO DI CHIMICA BIOLOGICA DELL’UNIVERSITA DI BOLOGNA 
(Direttore: Prof. G. Moruzzi) 


Ricerche sul contenuto in acido orotico 
della caseina priva di F.P. A. 


G. MORUZZI - A. RABBI - R. VIVIANI - M. MARCHETTI 


In precedenti ricerche (1; 2) abbiamo dimo- 
strato l’esistenza di un nuovo principio diete- 
tico presente nella caseina grezza (F.P. A. della 
caseina) indispensabile per il ratto e descritto 
(3; 43 5) le manifestazioni indotte dalla carenza 
di tale fattore. Queste manifestazioni sono 
schematizzabili nel modo seguente: elevata 
mortalita dei neonati della prima generazione 
(70%), mortalita totale dei neonati della se- 
conda generazione, gravi lesioni epatiche di 
tipo necrotico, insorgenza di neoplasie in ele- 
vata percentuale nei sopravvissuti della prima 
generazione. 

Fin dalle prime esperienze (2) avevamo avuto 
occasione é osservare che piccole quantita di 
latte intero di mucca somministrate tempesti- 
vamente ai neonati della seconda generazione 
a dieta carente di F.P. A., non permettevano 
pit il verificarsi della mortalita totale. 

Ora poiché il latte di mucca é da vari AA. 
(6; 7; 8; 9) considerato una delle fonti natu- 
rali pit ricche in acido orotico, fattore diete- 
tico stimolante l’accrescimento del topo (10), 
del ratto (11), metabolita essenziale per l’accre- 
scimento del Lactobacillus bulgaricus 09 (12), 
abbiamo ritenuto utile studiare, nell’ambito 
delle ricerche che si conducono sulle caratte- 
ristiche della caseina carente di F. P. A., il con- 
tenuto in acido orotico di questa caseina puri- 
ficata. 

L’interesse verso l’acido orotico, tra l’altro, 
é giustificato dal fatto che tale principio é 
un fattore termostabile, idrosolubile, scarsa- 
mente ossidabile, proprieta queste che si dimo- 
strarono fin dalle prime esperienze caratteri- 
stiche anche del F. P. A. della caseina grezza. 


TECNICA 


Dosaggio microbiologico dell’attivita acido orotico della 
caseina grezza e della caseina purificata. 


100 g di campioni di caseina grezza e di caseina 
purificata- in esame, sono rispettivamente estratti 
per un’ora in agitazione continua con 1000 ml di 
acqua distillata. 

La sospensione é centrifugata ed il liquido soprana- 
tante evaporato sotto vuoto fino a piccolo volume. 

Il liquido viene filtrato, aggiustato il pH a 5,7 e 
portato il volume a 100 a 

Su aliquote di questo filtrato (1, 2, 3, 4 ml) viene 
saggiato il contenuto in acido orotico utilizzando come 
microrganismo il Lactobacillus bulgaricus o9 ATCC 
10812 e seguendo il metodo di dosaggio di bete ov 
e Coll. (12), al quale rimandiamo per tutti i particolari 
tecnici. 

I valori del contenuto in acido orotico dei campioni 
della caseina grezza e della caseina purificata sono rap- 
presentati nella seguente tabella: 


ATTIVITA ACIDO OROTICO 
saggiata con Lactobacillus bulgaricus o9 


ACIDO OROTICO gamma/g 
Campioni 

N. 

Caseina grezza Caseina purificata 

t 25,65 3,90 

2 25,08 4,46 

3 26,76 4,74 
| 4 25,43 3,85 

CONCLUSIONI 


Dai dati sovrariportati appare evidente che il 
contenuto in acido orotico della caseina puri- 
ficata, responsabile del complesso delle mani- 
festazioni carenziali da F.P.A., é nettamente 
inferiore a quello della caseina grezza compo- 
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nente della dieta normale. La perdita infatti 
di attivita acido orotico nella purificazione 
della caseina grezza si aggira sull’85 %. 
Poiché non sono ancora note nella lettera- 
tura le espressioni della carenza dietetica di 
acido orotico nel ratto, ci riserviamo di comu- 
nicare le ricerche attualmente in corso riguar- 
danti il contenuto in acido orotico dei vari 
componenti della dieta da noi usata ed il ruolo 
che I’acido orotico eventualmente esercita nella 
insorgenza e nella prevenzione delle manife- 
stazioni da carenza di F.P. A. della caseina. 


RIASSUNTO 


Il contenuto di acido orotico é stato dosato micro- 
biologicamente con il Lactobacillus bulgaricus 09 nella 
caseina grezza e nella caseina purificata priva di F. P. A. 
In questa ultima caseina il contenuto di acido orotico 
é diminuito dell’85 % rispetto alla caseina grezza. 


RESUME 


Recherches sur la teneur en acide orotique de la caséine 
privée d’A.P.F. 


La teneur en acide orotique a été dosée microbiolo- 
giquement avec Lactobacillus bulgaricus og dans la 
caséine brute et dans la caséine purifiée privée d’A. P. F. 
Dans cette derniére caséine la teneur en acide orotique 
a diminué de 85 p. 100 par rapport 4 la caséine brute. 


SUMMARY 


Research on the orotic acid content of casein free from 
A. P. F. 


The orotic acid content has been microbiologically 
assayed in raw casein and in purified casein, free 
from A.P.F., by using Lactobacillus bulgaricus o9. 
The orotic acid content in the latter type of casein is 
85% less than in the raw casein. 
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ZUSAMMENFASSUNG 


Nachforschungen iiber den Orotsduregehalt des vom tieri- 
schen Proteinfaktor befreiten Kaseins. 

Der Orotsaiuregehalt (2,6-dioxo-tetrahydro-piri- 
midin carbonsaure-4) wurde mikrobiologisch mittels 
des Lactobacillus bulgaricus 09 sowohl im natiirlichen 
Kasein als auch im vom tierischen Proteinfaktor 
befreiten, chemisch reinen Kasein festgestellt. Dabei 
ergab es sich, dass der Orotsauregehalt gegeniiber dem 
natiirlichen Kasein um 85% vermindert war. 


RESUMEN 


Investigaciones sobre el contenido en dcido orédtico de la 

caseina privada de F. P. A. 

El contenido de Acido orético ha sido dosado micro- 
biolégicamente con el Lactobacillus bulgaricus 09 en 
la caseina en bruto y en la caseina purificada privada 
de F.P.A.. En esta ultima caseina el contenido de 
acido orético presenta una disminucién del 85 % con 
respecto a la caseina en bruto. 
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